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los  receptores  nucleares.  Son  activados  por  formas modificadas  de  colesterol  (oxisteroles)  y 
controlan  la  transcripción de genes que  juegan un papel crucial en el control del metabolismo 
lipídico. También  intervienen  en diversos  aspectos de  la biología del macrófago,  como  son  la 
respuesta  inflamatoria,  la  supervivencia  ante  agentes  infecciosos  y  la  fagocitosis  de  restos 












ha  analizado  la  composición en número e  identidad de  los  genes que  se expresaron  con una 
magnitud  significativa, así como de  las  funciones biológicas en  las que están  implicados. Estas 
herramientas también nos han posibilitado dilucidar  los posibles mecanismos transcripcionales 




homología  de  secuencia,  comparten  el  control  de  la  expresión  génica  de  una  fracción 
proporcionalmente pequeña de genes. La expresión estable de LXRβ en el macrófago participa 
en el control transcripcional preferencial de un grupo de genes relevantes por su implicación en 
diferentes  aspectos  de  la  respuesta  inflamatoria.  Por  otro  lado,  el  receptor  nuclear  LXRα 
presenta  una  actividad  transcripcional  dual:  es  responsable  tanto  del  aumento  como  de  la 
represión de grupos numerosos de genes que desempeñan funciones muy variadas.  
Otro objetivo consistió en profundizar en el conocimiento de la organización del genoma 
del macrófago murino  y  la  interacción  de  los  receptores  LXR  con  las  secuencias  reguladoras 
conocidas y de potenciales nuevos genes diana. Se optimizó  la técnica de  inmunoprecipitación 
de cromatina  seguida de  secuenciación masiva  (ChIP‐seq) para  su aplicación en el genoma de 








genes diana  conocidos de  LXR  con  técnicas avanzadas de edición génica  (CRISPR).  Se  logró  la 
alteración de la secuencia consenso de unión de las proteínas LXR en la región reguladora de la 
transcripción  del  gen  diana  Mylip.  Como  consecuencia,  los  efectos  de  la  proteína 
correspondiente en respuesta a  la activación de  los receptores LXR con el agonista sintético se 
vieron revertidos. 
  Tanto el modelo  celular que hemos  generado  como  las  técnicas de nueva  generación 
aplicadas al estudio del genoma:  inmunoprecipitación de  cromatina  seguida de  secuenciación 











































































The  LXR proteins,  LXRα and  LXRβ, are  transcription  factors  that belong  to  the nuclear 
receptor  superfamily.  They  are  activated  by  modified  forms  of  cholesterol  (oxysterols)  and 
control the transcription of genes that play a crucial role  in the regulation of  lipid metabolism. 
They also mediate several aspects of macrophage biology  like  the  inflammatory  response, cell 





One of  the objectives  that we have pursued  in  the present  thesis project has been  to 
identify  both  the  common  and  differential  biological  functions  in  which  the  LXR  nuclear 
receptors take part in mouse macrophages. We have developed a cellular model of expression to 
isolate transcriptional activities of LXRα and LXRβ,  in addition to a control model that does not 
express  LXR  proteins.  We  performed  a  gene  expression  analysis  of  LXRα  and  LXRβ,  in  the 
presence of a  synthetic agonist and antagonist, using microarray  technology. Additionally, we 
made use of  this  technique  to carry out a comparative analysis of gene expression among  the 
different  macrophage  cell  lines.  Using  bioinformatics  tools  we  analysed  the  number  and 
identities  of  the  gene  transcripts  that were  expressed  significantly  higher  and  the  biological 
pathways  in which  they  were  involved.  These  bioinformatics  tools  have  also  been  useful  in 











known  and  potentially  new  target  genes. We  optimized  the  chromatin  immunoprecipitation 
technique  combined with  next‐generation  sequencing  (ChIP‐seq)  for  the mouse macrophage 
genome,  achieving  the  identification  of  the  DNA  binding  sites  for  LXRα  and  LXRβ  proteins 









Finally,  we  dissected  the  functionality  of  genomic  regulatory  sequences  affecting 
transcription  of  known  target  genes  using  advanced  genomic  editing  tools  (CRISPR).  We 
managed to modify the LXR canonical binding site included in the regulatory region of the Mylip 
target gene. As a consequence,  the effects derived  from  the protein  in  response  to activation 
with the synthetic agonist were abrogated. 






































































































































































RT‐qPCR:  Reacción  en  cadena  de  la  polimerasa  cuantitativa  con  transcripción  reversa  (Reverse 
Transcription‐Quantitative Polymerase Chain Reaction) 
RXR: Receptor de ácido retinoide (Retinoid Acid Receptor) 














































































































El  sistema  inmunitario  es un  conjunto de órganos,  tejidos,  células  y proteínas que  se 
coordinan en la defensa del organismo frente a agentes potencialmente dañinos para mantener 
la  integridad  biológica  del  individuo.  Para  poder  desempeñar  su  acción  debe  ser  capaz  de 
distinguir  entre  lo  propio  y  lo  extraño  (Medzhitov  y  Janeway,  2002)  de  manera  que  se 




y mecanismos que  impiden  la entrada de patógenos,  como  son  la piel, el pH  y  la microbiota 




La  respuesta  innata  está  compuesta  por  células:  macrófagos,  células  dendríticas, 
neutrófilos  y  células  NK  (natural  killer)  y  moléculas  como  las  citoquinas  y  el  sistema  del 
complemento. Sus principales características son  la rapidez de actuación y  la  inespecificidad de 
la respuesta. Sin embargo, existe un reconocimiento muy básico de  lo extraño por parte de  las 






de  otras  células  al  foco  infeccioso  y  neutralización  de  los  agentes  nocivos mediante  diversos 
mecanismos. Esta  respuesta  innata  inicial es  también  importante para  la organización de una 
respuesta más específica o adaptativa. 
 
La  respuesta  adaptativa,  a  diferencia  de  la  innata,  está  dirigida  contra  elementos 
específicos  de  cada  patógeno,  llamados  antígenos,  que  constituyen  la  mínima  parte  de  un 
elemento  extraño  capaz  de  desencadenar  una  respuesta  inmunitaria  y  se  reconocen  con 
receptores altamente específicos para ellos. Se caracteriza por ser una respuesta más lenta, pero 
tiene  la  ventaja  de  ser  sostenida  en  el  tiempo  y  de  generar  una memoria  inmunológica  que 
permite  reaccionar más  rápida  y  eficazmente  en  una  segunda  exposición  frente  a  un mismo 




























hematopoyesis primitiva. Más adelante, el hígado y bazo  fetal  relevan al  saco vitelino en esta 




De  acuerdo  con  la  teoría  clásica  de  diferenciación  hematopoyética,  las  HSCs  tienen 
capacidad  de  renovarse  y  dar  lugar  a  células  más  diferenciadas  denominadas  células 
progenitoras mieloides (CMP, Common Myeloid Progenitor) y linfoides (CLP, Common Lymphoid 








Los  macrófagos  fueron  descritos  por  primera  vez  a  finales  del  siglo  XIX  por  el 
microbiólogo  ruso Elie Metchnikoff  como  células  capaces de engullir microorganismos y otros 
elementos extraños. Son células fagocíticas profesionales claves en  la respuesta  inmunitaria no 
sólo porque son capaces de destruir patógenos, sino porque constituyen una parte  importante 







y  cuyo  origen  está  exclusivamente  en  los  monocitos  procedentes  de  células  madre 




2014).  Los  macrófagos  residentes  en  otros  tejidos  tienen  un  origen  embrionario  capaz  de 
autorenovarse:  la microglía por ejemplo, es el prototipo de macrófago tisular que se origina de 
progenitores  derivados  del  saco  vitelino,  los  cuales  constituyeron  la  primera  oleada  de 
precursores  que  colonizaron  los  órganos  durante  el  desarrollo  embrionario  temprano.  Los 
macrófagos  de  pulmón,  riñón  e  hígado  se  originan  de  monocitos  fetales  hepáticos,  que 




transcripción Myb y PU.1 para  su desarrollo. Mientras que  los precursores derivados del  saco 
vitelino  son Myb  independientes, pero PU.1 dependientes,  los derivados del hígado  fetal  son 
dependientes de ambos (Wynn et al., 2013). Además, ante la lesión de un tejido y dependiendo 
de la gravedad, puede recuperarse el número de macrófagos a partir de la proliferación local de 









se  originan  los macrófagos  que  colonizarán  los  tejidos  del  organismo.  El  saco  vitelino  es  el 
primero que actuará durante el desarrollo embrionario originando los progenitores F4/80hi, que 
responden a los ligandos IL‐34 y CSF1 a través del receptor CSFR1 y darán lugar a los macrófagos 
“primitivos”  en  los  tejidos.  El  hígado  fetal  produce  la  segunda  oleada  de  progenitores  que 
desplazarán  en  los  tejidos  a  la mayoría  de  los macrófagos  originados  en  el  saco  vitelino.  La 
función de hematopoyesis será asumida por la médula ósea en el momento del nacimiento, que 
producirá  monocitos  de  dos  tipos:  Ly6C+  y  Ly6C−  siendo  los  primeros  precursores  de  los 







La  activación  o  polarización  del  macrófago  consiste  en  que  ante  el  encuentro  con 
patógenos, señales de daño tisular u otros estímulos externos se producen una serie de cambios 
en el  fenotipo del macrófago que  le preparan para  reaccionar. Este estado de activación va a 
depender en gran medida de  la exposición previa que haya sufrido a otras señales, factores de 
diferenciación,  citoquinas  o microambiente  tisular.  Como  consecuencia,  existen multitud  de 
estados de activación que puede adoptar el macrófago, pero tradicionalmente y por simplicidad 
se  clasifican  en  dos  grandes  grupos,  que  representan  dos  estados  de  activación  extremos 






 Los macrófagos proinflamatorios polarizados de  forma clásica:  secretan TNF‐α,  IL‐12, 
IL‐6  e  IL‐23,  así  como  especies  reactivas  de  oxígeno  y  nitrógeno  y  exhiben  una  alta 
capacidad  para  la  presentación  de  antígenos  y  neutralización  de  patógenos.  La 
exposición durante su diferenciación a citoquinas como GM‐CSF (factor estimulante de 
colonias  de  granulocitos  y  macrófagos)  o  IFNγ  también  determinan  un  fenotipo 





factor  estimulante  de  colonias  de  macrófagos),  IL‐4,  IL‐13  o  glucocorticoides 
condicionan la polarización hacia este tipo de macrófagos. Una vez diferenciados ellos 
mismos  producen  también  IL‐10,  que  influye  sobre  los  linfocitos  T  para  que  su 
diferenciación se oriente hacia células T helper de tipo 2. Los macrófagos de la lámina 







Figura 3. Esquema de  los  tipos de activación de  los macrófagos. La exposición de  los 
macrófagos a diferentes estímulos derivados de patógenos, linfocitos o daño tisular condicionan 
su  polarización  hacia  un  tipo  de  activación  que  puede  ser  “clásica”  o  “alternativa”.  Los 









La  superfamilia  de  los  receptores  nucleares  incluye  un  grupo  diverso  de  factores  de 
transcripción  (hasta 49 en humanos) que  integran  las señales homeostáticas de prácticamente 
todos  los  procesos  biológicos.  Su  estructura  proteica  presenta  una  organización  altamente 
conservada en 6 dominios  (A‐F)  (Fig. 4): una  región N‐terminal  con un motivo  (A/B) activador 
ligando‐independiente  (AF‐1, Activation  Function  1),  una  región  de  unión  al ADN  (C)  con  dos 
dominios  “dedos de  zinc”  (BDB, DNA Binding Domain, una  región  intermedia  (D)  de  longitud 
variable que actúa de bisagra y separa el dominio de unión a ADN de  la región  (E) de unión a 
ligando (LBD, Ligand Binding Domain) en el extremo C‐terminal. Este dominio incluye una región 
con un motivo  (F) activador de transcripción  ligando‐dependiente  (AF‐2, Activation Function 2) 








Figura  4.  Estructura  general  de  los  receptores  nucleares.  Los  integrantes  de  la 
superfamilia de  los receptores nucleares poseen una estructura proteica altamente conservada 




que posibilita  la dimerización de  los  receptores nucleares.  En este dominio  se encuentra una 
región  con  un  motivo  (F)  activador  de  transcripción  ligando‐dependiente  (AF‐2,  Activation 







de  los  ligandos  que  unen:  los  receptores  de  hormonas  esteroideas,  que  actúan  como 
homodímeros  y  se  translocan  del  citoplasma  al  núcleo;  los  receptores  “huérfanos”,  cuyos 
ligandos  no  habían  sido  identificados  en  el  momento  de  su  descripción  y  los  receptores 
“huérfanos  adoptados”  que  fueron  originalmente  receptores  huérfanos  la  descubrirse,  pero 
ahora  sus  ligandos han  sido  identificados  con  la  ayuda de métodos químicos,  estructurales o 
genómicos  (Fig. 5). Este  tipo de  receptores son constitutivamente nucleares y se unen al ADN 
como heterodímeros obligados con RXR y entre ellos se encuentran  los receptores X hepáticos 
(LXR)  y  receptores  X  de  farnesoide  (FXR).  Los  heterodímeros  formados  con  el  receptor  X  de 
retinoide  (RXR)  pueden  ser  activados  de  tres  formas:  la  activación  del  complejo  se  realiza 












Figura 5. Miembros de  la  superfamilia de  receptores nucleares  clasificados  según  su 
asociación en dímeros o monómeros. Tras su descubrimiento, los receptores nucleares se han 
clasificado según la naturaleza del ligando que unen: receptores de hormonas esteroideas, los 
receptores  “huérfanos”  (sin  ligando  conocido) y  los  receptores  “huérfanos adoptados”,  cuyo 






Los  receptores  nucleares  actúan mediante  la  unión  a  secuencias  específicas  de  ADN 
llamadas  elementos  de  respuesta  a  hormonas  (HRE,  Hormone  Response  Elements)  en  las 
regiones reguladoras de sus genes diana. Para los miembros no esteroideos de esta superfamilia, 
el elemento de respuesta a hormonas consiste en una repetición de un doble hexámero con  la 





son asimétricas y se sabe que en  los casos en  los que se  forman heterodímeros con RXR éste 
ocupará la secuencia situada en el extremo 5´ (Kurokawa et al., 1993). 
 
La  regulación  de  la  transcripción  dependiente  de  los  receptores  nucleares  se  puede 
resumir a  través de  tres mecanismos principales: activación directa de  la  transcripción del gen 
(transactivación dependiente de  ligando), represión  independiente de  ligando y transrepresión. 
Esta última según  la cual  los heterodímeros pueden  inhibir  la actividad transcripcional de otros 
factores de transcripción sin necesidad de unión al ADN, mediante una unión proteína‐proteína 
(Glass y Saijo, 2010). Este proceso se ha descrito para  receptores LXR  (Ghisletti et al., 2007) y 
PPARγ  (Pascual et al., 2005),  siendo necesaria para  llevarse a  cabo  la unión de  los  receptores 
nucleares a su ligando y la modificación postraduccional de LXR de su dominio de unión a ligando 
por SUMOilación. Esta modificación consiste en  la unión de moléculas SUMO  (SUMO‐1, 2 ó 3, 
small  ubiquitin‐like  modifier),  estructuralmente  similares  a  ubiquitina  por  acción  de  los 
complejos de enzimas: E1 que actúa como activador del proceso, E2 y E3 actúan como ligasas de 
las moléculas SUMO a  la proteína final. La relevancia de este fenómeno estriba en  la  inhibición 
por parte de LXR y PPAR de genes proinflamatorios a través de la estabilización de los complejos 








2 y 7 en ratón). Su nombre se debe a que uno de  los grupos que  identificó LXRα  inicialmente, 
encontró que  su expresión era abundante en el hígado  (Apfel et al., 1994)  (Willy et al., 1995) 
(Teboul  et  al.,  1995).  Estos  receptores  funcionan  como  sensores  de  colesterol,  siendo  sus 
ligandos  a  menudo  metabolitos  intermediarios  del  metabolismo  del  colesterol,  incluyendo 
formas oxidadas también  llamadas oxisteroles: 22‐(R), 24‐(S) y 27‐hidroxicolesterol y 24‐(S), 25‐
epoxicolesterol. Se han desarrollado potentes ligandos sintéticos que activan la función de LXR, 








Un  artículo  recientemente  publicado  basado  en  estudios  genómicos  y  análisis 
funcionales  defiende  que  los  receptores  LXR  no  se  originaron  en  el  ancestro  común  de  los 






genes  diana  que  controlan  tienen  un  elevado  grado  de  solapamiento  y  funcionalmente  cada 
receptor compensa al otro en la mayoría de los contextos biológicos (Hong y Tontonoz, 2008). A 
pesar  de  estas  similitudes  estructurales  y  funcionales,  la  distribución  a  nivel  tisular  de  los 








Los  receptores  LXR  tienen  un  papel  principal  en  la  regulación  del  metabolismo  del 
colesterol:  la primera evidencia de ello  fue el descubrimiento en  ratón de  la  regulación de  la 
transcripción del gen que codifica  la enzima CYP7A1 (Peet et al., 1998),  la cual  interviene en el 
paso  limitante  de  la  conversión  del  colesterol  en  ácidos  biliares.  Estos  receptores  nucleares 
tienen un papel crucial en el transporte reverso de colesterol, desde el interior de las células al 
exterior, muy  relevante en macrófagos y enterocitos, hacia moléculas aceptoras en el plasma 
sanguíneo.  En  esta  función  intervienen  de  forma  directa  los  genes  diana  de  LXR  de  tipo 
transportadores  dependientes  de  ATP  como  ABCA1  (Venkateswaran  et  al.,  2000a),  ABCG1 
(Venkateswaran et al., 2000b), ABCG5 y ABCG8  (Repa et al., 2002), pero  también otro  tipo de 
proteínas como ARL7 (ARL4C, factor de ADP ribosilación) intervienen en el proceso (Hong et al., 
2011)  (Fig.  6).  La  importancia  de  este mecanismo  se  pone  de manifiesto  en  casos  como  la 
enfermedad de Tangier, en la que la proteína ABCA1 no es funcional y el transporte reverso de 
colesterol no se produce. Los pacientes sufren una marcada deposición de colesterol en tejidos 
periféricos,  una  ausencia  casi  total  de  HDL  sanguíneo  y  frecuentemente  mueren  de 
enfermedades vasculares a una edad temprana. Igualmente, mutaciones en los genes de ABCG5 














de LDL y frena  la captación de colesterol en  la célula. De  la degradación de estas partículas de 
LDL se libera colesterol que es transportará a través de ABCA1, ABCG1 y ARL7 a apolipoproteínas 
(APOAI) y partículas de HDL inmaduras (pre‐β HDL), que circularán hasta el hígado. En el hígado 
los receptores LXR regulan  la transcripción de genes  implicados en  la síntesis de ácidos grasos, 
Srebf1,  Fasn, Acc,  Scd1, que  se  liberarán  al  torrente  circulatorio  acoplados  a  lipoproteínas en 
partículas  VLDLs.  También  se  produce  la  conversión  del  colesterol  en  ácidos  biliares  con  la 
enzima CYP7A1, para su secreción en el lumen del intestino. Es allí donde se limita la absorción 
de  colesterol  proveniente  de  la  dieta,  transportándolo  de  forma  reversa  a  través  de  ABCA1, 






Sin embargo, aunque  la activación de  los  receptores  LXR  sería un objetivo muy válido 
para el tratamiento de la hipercolesterolemia, un aspecto negativo que retrasa en gran medida 
el  diseño  de medicamentos  es  el  hecho  de  que  estos  receptores  también  poseen  un  control 
sobre  la  síntesis  de  ácidos  grasos.  Dirigen  la  transcripción  de  genes  cuyas  proteínas  tienen 
funciones claves en la biogénesis de ácidos grasos como son Srebf1 (factor de unión al elemento 




Fasn  (sintasa  de  ácidos  grasos),  Scd1  (estearoil‐CoA  desaturasa  1),  Acc  (Acaca,  acetil‐CoA 
carboxilasa) y Elovl5  (elongasa de cadenas  largas de ácidos grasos)  (Heinz et al., 2010)  (Fig. 6). 
Debido a que un exceso de colesterol circulante es tóxico, este mecanismo proporciona ácidos 
grasos como base para su esterificación con el colesterol,  logrando así su retirada. Esta función 













que  están  presentes  en  prácticamente  todos  los  tejidos  y  desempeñando  una  importante 
función de defensa del organismo, pero  adicionalmente  a  su papel en el  sistema  inmunitario 
también  juegan  papeles muy  relevantes  en  el metabolismo.  Además,  debido  a  su  capacidad 
fagocítica  son  células  claves  en  la  retirada  de  células  apoptóticas  y  moléculas  oxidadas  de 
colesterol. La acumulación de grandes cantidades de colesterol en el macrófago es un proceso 
que conlleva su transformación en células “espumosas” (cargadas de lípidos en su interior) y su 









la  extensión  de  las  lesiones  ocasionadas  en  las  aortas  hasta  en  un  50%  e  indujo  en  ellas  la 
expresión de  los genes Abca1 y Abcg1 (Joseph et al., 2002). Otra evidencia es que el trasplante 
de médula ósea de  ratones LXR DKO en  ratones Apoe KO o Ldlr KO  resultó en un  incremento 
significativo del desarrollo de la lesión (Tangirala et al., 2002). Asimismo, la deficiencia sistémica 
de  LXRα  en  ratones  Apoe  KO  o  Ldlr  KO  está  asociada  con  el  desarrollo  acelerado  de  la 
aterosclerosis,  lo que sugiere un papel dominante de LXRα en el control de  la enfermedad y el 












ApoD,  ApoE  y  el  grupo  de  genes  ApoCI,  ApoCII  y  ApoCIV  (Mak  et  al.,  2002),  que  unirán  el 
colesterol  que  se  transporta  de  forma  reversa  desde  el  interior  de  las  células. Además  de  la 
expresión  de  apolipoproteínas,  regulan  la  expresión  de  enzimas  de  remodelamiento  de  las 
mismas, como CETP  (proteína de  transferencia de ésteres de colesterol)  (Luo y Tall, 2000) LPL 
(lipoproteína  lipasa) o PLTP (proteína de transferencia de fosfolípidos, desde lipoproteínas ricas 







La  activación  de  los  receptores  LXR  también  tiene  consecuencias  sobre  las  rutas  de 
señalización  inflamatorias  en macrófagos.  Se  ha  comprobado  sobre modelos  de  inflamación 
murinos de inducción de dermatitis alérgica por contacto provocados por forbol‐12‐miristato‐13‐
acetato (PMA), que ambas proteínas LXR bloquean  la  inducción de genes  inflamatorios clásicos 
como  iNOS  (óxido  nítrico  sintasa  inducible),  COX‐2  (ciclooxigenasa  2),  IL‐6  (interleuquina  6) 
(Joseph et al., 2003) cuando son activadas con su ligando específico sintético, GW3965. También 
la expresión de metaloproteinasa 9  (MMP‐9) tras  la exposición del macrófago con LPS,  IL‐1β o 
TNF‐α  se  ve  reducida  por  la  activación  de  las  proteínas  LXR  (Castrillo  et  al.,  2003a). 
Adicionalmente  los  receptores  LXR  regulan  la  transcripción  del  gen  con  actividad 
antiinflamatoria  arginasa  II  (Marathe et  al., 2006).  Esta proteína metaboliza  la  conversión del 





los  receptores  LXR  reside  principalmente  en  la  inducción  de  la  expresión  de  ABCA1,  que  al 




Se  ha  señalado  que  los  patógenos  agravan  el  proceso  de  formación  de  células 














un  trauma o daño, pero  también puede  ser una muerte  celular programada,  conocida  con el 
nombre de apoptosis. Este tipo de muerte tiene lugar cuando es necesaria una renovación de las 
células  del  organismo  y  asegura  el  buen  funcionamiento  de  los  tejidos.  Otra  función  muy 
importante  derivada  de  la  activación  del  receptor  LXR  en  el macrófago  y  que  contribuye  al 
mantenimiento de la homeostasis celular es la retirada de células apoptóticas del organismo. 
 
Un estudio  llevado a  cabo en nuestro  laboratorio ha  revelado que  los  receptores  LXR 
regulan la expresión de la proteína MER, un receptor tirosina quinasa que une fosfatidilserina, la 
cual se encuentra normalmente formando parte de la bicapa lipídica interna de las membranas 
celulares  y  se  expone  cuando  la  célula  muere  (A‐Gonzalez  et  al.,  2009).  Este  receptor  es 








de  látex  fluorescentes  y  bacterias  E.  coli  no  se  vio  afectada  de  forma  relevante.  Como 
consecuencia  de  estos  defectos,  se  detectó  un  aumento  en  la  predisposición  a  padecer 
enfermedades  autoinmunes,  desarrollando  los  ratones  LXR  DKO  autoanticuerpos  y 
glomerulonefritis  autoinmune.  Una  administración  crónica  del  ligando  GW3965  en  ratones 
modelo  para  la  enfermedad  de  lupus  eritematoso  sistémico  (ratones  B6lpr/lpr)  aumentó  la 














Experimentos  en  el  contexto  de  la  apoptosis  mediada  por  estrés  del  retículo 





Fabp4  (proteína de unión de ácidos grasos,  fatty acid binding protein o aP2).  La expresión de 
estas enzimas se encontraba aumentada y resultaba directamente dependiente de  la actividad 
de LXRα (Erbay et al., 2009),  indicando una función exclusiva de LXRα en  la regulación de estas 






tipos  de  macrófagos  que  desempeñan  funciones  variadas  (Davies  et  al.,  2013)  (Fig.  7).  La 
composición de macrófagos está de  acuerdo  con  los papeles del bazo  como  filtro  sanguíneo: 
aquí  tiene  lugar  la  presentación  antigénica  y  organización  de  una  respuesta  inmunitaria 
adaptativa, así como  la destrucción de eritrocitos  senescentes y metabolismo del hierro entre 
otras funciones. La zona marginal se dispone alrededor de los folículos de pulpa blanca donde se 
agrupan  los  linfocitos  T  y  B,  separando  estas  áreas  de  la  pulpa  roja  que  ocupa  el  resto  del 
órgano.  Las  dos  poblaciones  de  macrófagos  se  distinguen  por  la  expresión  de  diferentes 
marcadores:  los macrófagos de  la zona marginal, que expresan  la  lectina SIGN‐R1 (DC‐SIGN), el 








Figura  7.  Organización  de  la  estructura  del  bazo  y  las  poblaciones  de  macrófagos 
esplénicas. Se representan en este esquema las distintas poblaciones de macrófagos que residen 





Por  otro  lado,  LXRα  es  fundamental  para  la  supervivencia  del  macrófago  ante  una 
infección por Listeria monocytogenes (Joseph et al., 2004), lo cual se debe al menos en parte a la 




Se  han  observado  otros  genes  diana  que,  a  pesar  de  ser  regulados  por  ambos  LXR, 
pueden ser más prominentemente regulados por el gen LXRα en comparación con LXRβ. El gen 



























diana de  LXR pueda estar  controlada preferentemente por  LXRβ,  sin que eso  suponga que  la 
regulación  sea  exclusivamente  controlada  por  este  receptor.  Un  ejemplo  es  Vegfa  (Vascular 
















compararon  los  niveles  de  expresión  de  estos  genes  tras  la  deleción  de  LXRα  o  LXRβ, 















formada  por  la  doble  hebra  de  ADN  envolviendo  los  octámeros  de  histonas  (formando 
nucleosomas) a modo de “collar de cuentas”. La estructura se mantiene altamente compactada 






meramente  estructurales,  pero  el  hallazgo  de  modificaciones  postraduccionales  en  ellas, 
concretamente  la acetilación y  su  influencia  sobre  la accesibilidad de otras moléculas al ADN, 
relacionaron estas proteínas con funciones activas en el control de la transcripción (revisado en 
Matthews  y  Waterborg,  1985)  (revisado  en  Pfeffer  y  Vidali,  1991).  Adicionalmente  a  la 
acetilación,  existen  otras  modificaciones  que  pueden  afectar  a  las  histonas:  metilaciones, 












cuentas”,  en  el  que  el ADN  envuelve  el  octámero  de  histonas  con  aproximadamente  de  200 
pares de bases. El siguiente nivel de empaquetamiento es la fibra de cromatina, formada por los 
nucleosomas  enrollados  y  estabilizados  por  la  histona  H1.  A  su  vez  las  fibras  se  van 





En concreto, acetilaciones y metilaciones afectan a  los residuos de  lisina de  la histona, 




también  pueden  darse  acetilaciones,  metilaciones  y  fosforilaciones  en  la  histona  H4  y 
ubiquitinaciones y acetilaciones en  las histonas H2A y H2B  (Kouzarides, 2007). En cuanto a  los 
grupos metilo añadidos a  las  lisinas, pueden adicionarse uno, dos o  tres  residuos en  la misma 
histona  (mono,  di  y  trimetilaciones)  y  en  las  argininas  pueden  coexistir  uno  o  dos metilos, 
añadiendo  todo  ello  un  grado más  de  complejidad  al  sistema.  Análisis  de  espectrometría  de 














La  acetilación  y  fosforilación  son  modificaciones  que  se  han  relacionado 





la activación génica. Las acetilaciones en  las  lisinas 9, 18 y 27 de  la histona H3 (H3K9, H3K18 y 
H3K27) están enriquecidas en torno al sitio de  inicio de  la transcripción (TSS), mientras que  las 
acetilaciones en la histona H4 están presentes en el promotor y en regiones transcritas de genes 
activos  (Wang  et  al.,  2008).  Por  otro  lado,  la  deacetilación,  SUMOilación,  deiminación  e 
isomerización  de  prolinas  se  ha  relacionado  con  la  represión  transcripcional.  La metilación  y 
ubiquitinación, a diferencia de  las anteriores, pueden estar  implicadas en ambas dependiendo 
del  contexto del ADN  y  de  la propia  histona.  Por  ejemplo,  la metilación de  la  lisina  36  en  la 
histona  H3  (H3K36me)  tiene  una  función  represora  cuando  se  encuentra  en  el  promotor  y 
activadora si se encuentra en una región codificante del gen (Kouzarides, 2007).  
 
Diversas  familias  de  enzimas  responsables  de  estos  cambios  en  las  histonas  han  sido 
caracterizadas  en  los  últimos  años:  las  acetiltransferasas  (HATs,  Histone  Acetylransferases), 
forman  parte  de  los  llamados  complejos  proteicos  coactivadores  de  la  transcripción,  por  los 
efectos que causa la acetilación sobre la unión histona‐ADN. Pertenecientes a este primer grupo 
se encuentran principalmente  tres  familias: GNAT, MYST y CBP/p300  (Sterner y Berger, 2000). 
Las  histona  deacetilasas  (HDACs,  Histone  Deacetylase)  están  asociadas  con  la  represión 




En conclusión,  las modificaciones descritas ocasionan  la  relajación o el estrechamiento 
en la unión entre histona y ADN, condicionando el acceso de otras proteínas (como los factores 
de  transcripción)  a  las  secuencias  de  ADN  próximas  a  estas  modificaciones.  Todas  estas 
alteraciones  constituyen  un  “código  de  lenguaje”  de  las  histonas  que  influye  en  muchos 












receptores  nucleares,  en  ausencia  de  ligando  (considerándose,  sin  embrago,  la  situación  de 





similares entre  sí que han  sido  caracterizados  con  cierta profundidad  (Rosenfeld et  al., 2006) 
Estos  complejos  se  forman  por  asociación  de  proteínas  que  desempeñan  diversas  funciones, 
contribuyendo a mantener un estado de  represión de  la  transcripción mediante  la unión a  los 
receptores nucleares. Entre ellas pueden encontrarse proteínas  como ZBTB33, que  reconocen 
metilaciones en el ADN y dirigen la localización del complejo correpresor, enzimas ATPasas que 




facilita  la  interacción  con  proteínas  coactivadoras,  como  las  pertenecientes  a  la  familia  SRC 
(Steroid Receptor Coactivator, Coactivador de Receptores Esteroideos) que precede a  la  llegada 
de  la maquinaria básica de  transcripción, activándose  la  transcripción génica. Este proceso de 
liberación activa del complejo correpresor se denomina “desrepresión” y puede producirse por 




Sin embargo, a  raíz de unos experimentos  realizados  sobre el  receptor de estrógenos 
alfa, se comprobó que para la activación de la transcripción, adicionalmente al requerimiento de 
proteínas  coactivadoras,  era  necesaria  la  presencia  cíclica  de  enzimas  histona‐deacetilasas 
(HDAC)  y  complejos  remodeladores de  la  cromatina  (Métivier  et  al.,  2003).  En  vista de  estos 















Figura  9.  Esquema  simplificado  de  la  organización  del  complejo  correpresor NCoR  y 
SMRT. Estructura del complejo correpresor NCoR y SMRT donde se muestran  las proteínas que 
forman parte de él: histona deacetilasa 3  (HDAC3),  transducina‐β  tipo 1 y su  receptor  (TBL1 y 
TBLR1)  con  actividad  ubiquitinasa,  supresor  2  de  la  ruta  de  proteínas G  (GPS2),  coronina A2 
(CORO2A) que une el  citoesqueleto de actina para ayudar a  liberar el  complejo  correpresor y 
proteína con dedos de zinc y dominio BTB, también  llamada Kaiso (ZBTB33) que reconoce ADN 
metilado (sólo presente en complejos correpresores NCoR). El complejo se encuentra acoplado a 





3.3. Modelo  de  activación  transcripcional  en  macrófagos  en 
  respuesta a inflamación. 
 
Estudios  recientes  basados  en  técnicas  de  inmunoprecipitación  de  cromatina  (ChIP  y 
ChIP  acoplado  a  secuenciación  masiva)  han  conseguido  esclarecer  de  manera  pionera  la 




Trabajos  realizados  fundamentalmente  por  los  grupos  de  Christopher  Glass  y  de 
Gioacchino Natoli, descubrieron mediante una serie de experimentos de ChIP  la  localización de 
la  unión  a  nivel  genómico  del  factor  determinante  de  linaje  PU.1  (conocido  como  Spi‐1), 
expresado de  forma común por células muy dispares como son  los macrófagos y  las células B. 
Los  factores  determinantes  de  linaje,  también  llamados  reguladores  maestros  o  factores 
pioneros,  son  determinantes  en  el  desarrollo  de  un  tipo  celular  concreto.  La  proteína  PU.1 
(Purine‐rich  box  1)  es  un  factor  de  transcripción  de  la  familia  ETS  (E‐twenty  six)  que  tiene 







reducido número de  factores determinantes de  linaje adicionales,  como  son C/EBP o AP‐1 en 
macrófagos  y OCT2, E2A  y EBF en  células B  (Heinz et al., 2010). Estos  factores adicionales  se 
unen  en  un  radio  de  hasta  100  pares  de  bases  de  distancia  del  sitio  de  unión  de  PU.1, 
controlando  transcripcionalmente  distintos  genes  en  cada  tipo  celular.  Las  cuestiones  que  se 
abordan son,  teniendo en cuenta que el mismo  factor de  transcripción  (PU.1 en este caso) en 
diferentes  tipos  celulares  se  distribuye  de  forma  distinta  en  el  genoma  y  diferentes  factores 
(C/EBP, AP‐1, OCT2, etcétera) en el mismo tipo celular tienen  igual patrón de unión, cuál es el 
mecanismo molecular que rige estos fenómenos para otorgar una identidad celular. La mayoría 
de  las  secuencias  a  las  que  se  unen  PU.1  junto  con  los  factores  mencionados  tienen  una 
localización  concreta  en  el  genoma.  Se  encuentran  tanto  en  regiones  promotoras 
potencialmente activas,  identificadas por  la presencia de marcas de trimetilación  (H3K4me3) o 
incluidas  en  regiones  genómicas  de  hasta  varias  kilobases  de  extensión  llamadas  secuencias 
potenciadoras de la transcripción o enhancers (Heinz et al., 2010). 
   
Otra  serie  de  trabajos  de  localización  genómica  de  factores  importantes  fueron 
encaminados  a  estudiar más  en profundidad  las  secuencias potenciadoras o  enhancers.  Estos 
elementos  se  distribuyen  principalmente  en  regiones  intergénicas  o  intrónicas  (56%  y  27% 
respectivamente) y frecuentemente (44% de las distribuciones intragénicas) cerca del inicio de la 
transcripción (TSS) de  los genes a  los que afecta,  lo que se encuentra dentro de un radio de 20 
kilobases  (Ghisletti  et  al.,  2010).  La marca  o  huella molecular  que  los  caracteriza  consiste  en 
modificaciones en  la  lisina 4 de  la histona H3, de  tipo monometilación  (H3K4me1), combinada 
con bajos niveles de  trimetilación  (H3K4me3)  (Heintzman et  al., 2009). Adicionalmente, estas 
regiones  monometiladas  se  encuentran  unidas  frecuentemente  por  el  coactivador  p300 
(Heintzman  et  al., 2007).  En macrófagos,  estas  regiones  enhancer  están  además  enriquecidas 
con numerosas secuencias de unión de factores de transcripción específicos de linaje, como PU.1 
y de  factores que actúan en  respuesta a estímulos externos potencialmente dañinos  como  la 
inflamación o los microorganismos (Ghisletti et al., 2010).  
 
En  función  de  los  cambios  sufridos  en  las  marcas  de  la  cromatina  en  respuesta  al 
estímulo  inflamatorio  LPS  con  el  tiempo,  se  han  distinguido  cuatro  tipos  de  enhancers 




 Enhancers  constitutivos  o  activados:  se  caracterizan  por  presentar  marcas  de 
monometilación y acetilación  (H3K4me1 y H3K27Ac) basalmente, ocasionándose  tras 
24  horas  de  tratamiento  con  LPS  un  aumento  en  la  aparición  de  la  marca  de 
acetilación. 
 







 Enhancers  latentes:  resultan  indistinguibles  por  carecer  de  todo  tipo  de marcas  de 
modificación  y  unión  de  PU.1  en  células  no  tratadas  con  LPS. Adquieren marcas  de 
monometilación H3K4me1  y  acetilación H3K27Ac  junto  con  la  unión de  PU.1  tras  la 
exposición a corto plazo con LPS (4 horas). Generalmente tras ese tiempo la acetilación 
decae, independientemente del tiempo de duración del tratamiento. La ausencia inicial 
de  PU.1  se  explica  por  contener  este  tipo  de  enhancers  sitios  de  unión  de  PU.1  de 
menor afinidad que en otras regiones (Ostuni et al., 2013). 
 
 Enhancers  reprimidos:  aunque  la  monometilación  (H3K4me1)  en  estos  enhancers 





Una  característica  común  a  los  enhancers  activos  es  que  cuentan  con  actividad 
transcripcional,  produciéndose  de  su  secuencia  un  ARN  enhancer  (eRNA)  que  puede  ser 









Figura  10.  Región  representativa  del  genoma  de  macrófagos  donde  se  muestran 
distintos  tipos  de  enhancers.  Tras  la  exposición  de  macrófagos  a  LPS  durante  diferentes 
tiempos,  se  identifican  en  una  misma  región  genómica  mediante  ChIP‐seq  la  presencia  o 
aparición  de  las  marcas  que  caracterizan  los  enhancers  preparados  o  poised,  latentes  y 
reprimidos: monometilación en  la  lisina 4 de  la histona H3, acetilación de  la  lisina 27 de esta 
misma histona y unión del factor de transcripción PU.1. Asimismo, la presencia de otras marcas y 
complejos que confirman el estado relajado de la cromatina o la transcripción activa, como son 









Las marcas de monometilación en  los  enhancers  tienen distribución bimodal a ambos 
lados de  la unión de  PU.1,  encontrándose disminuidas  en  el  centro de  la posición de  PU.1  y 





2010)  (Heinz et al., 2010). Esta unión  induce una  reorganización nucleosomal con  la acción de 
enzimas  remodeladoras  de  cromatina  que  descubren  las  secuencias  de  ADN  que  van  a  ser 
ocupadas a continuación. Una vez establecida la unión de los factores, las enzimas metilasas son 
atraídas y modifican con monometilaciones en los residuos de las histonas cercanas, delineando 
en  el  genoma  potenciales  elementos  reguladores  con  alta  accesibilidad  a  su  secuencia.  Esta 
primera remodelación facilita la unión de otro grupo de factores de trascripción que son, no sólo 
dependientes de  linaje,  sino que  también  se activan en  respuesta a estímulos externos, como 
por ejemplo LXR, NFB, STAT1 o IRF (Fig. 11).  
 
Con  cada  exposición  a  señales  externas  que  sufre  la  célula,  se  genera  una  marca 
epigenética de monometilación en su ADN y ante una segunda exposición al mismo estímulo, se 
ha comprobado  la capacidad de  los enhancers de  retener una “memoria”. Se observa en ellos 
una cinética de acetilación en  los enhancers más rápida y con niveles más elevados, facilitando 
una  inducción génica más potente  (Ostuni et al., 2013). Estudios en macrófagos han  revelado 




Adicionalmente,  se ha comprobado que  los enhancers  se encuentran estructuralmente en 











reguladores de  la  transcripción  aumenta  en  gran medida,  indicando que  es  el  ligando  el que 










enhancers  específicos  de  linaje  celular.  La  unión  inicial  del  factor  de  transcripción  PU.1  en 
colaboración  con  otros  factores  determinantes  de  linaje,  como  C/EBP  o  AP1  en  el  caso  de 
macrófagos,  desencadena  la  atracción  de  complejos  remodeladores  de  la  cromatina  que 
descubren  secuencias  de  unión  en  el  ADN.  A  continuación,  enzimas metilasas modifican  los 
residuos de las histonas H3 adyacentes con monometilación de la lisina 4 (H3K4me1), marcando 
así  la posición de enhancers específicos de  tejido con alta accesibilidad para  la unión de otros 







elementos  pioneros  como  los  factores  de  transcripción  determinantes  de  linaje,  proteínas 













al  permitir  abordar  la  cuestión  sobre  los  patrones  de  unión  y  localización  genómicas  de 
prácticamente cualquier factor de estudio, siempre que se disponga de un anticuerpo específico. 
Ha aportado una visión global de  los elementos que actúan en cis, funcionamiento de factores 
de transcripción y procesos epigenéticos  implicados en  la regulación de  la transcripción génica 
(Barski et al. 2007). La asociación de esta técnica con  los nuevos métodos de secuenciación del 
genoma, que a su vez han experimentado un gran avance, la convierten en una herramienta de 





unido  un  factor  de  transcripción,  o  cualquier  otra  proteína  que  se  asocie  con  el  ADN  en  un 
momento determinado, o de modificaciones producidas en las histonas que forman parte de los 
nucleosomas. Un paso  inicial en  la  técnica consiste en  fijar con agentes como el  formaldehído 
todos  los  elementos  en  la  cromatina,  asegurando  la  inmovilización  en  un  momento 
representativo  del  proceso  que  se  quiere  estudiar.  A  continuación  se  rompe  la  cromatina, 
generalmente por sonicación, para conseguir fragmentos pequeños de en torno a 200‐400 pares 




























La  “secuenciación  de  alto  rendimiento”  o  high‐throughput  sequencing,  más  conocida  como 
“secuenciación de última generación”  (NGS, Next Generation Sequencing) engloba el conjunto 
de  estas  tecnologías  modernas  de  secuenciación  de  ácidos  nucleicos,  que  ofrecen  una 
alternativa más barata, rápida y de mayor capacidad que la clásica secuenciación de Sanger. Las 














 Reparación  de  extremos  (end  repair):  el  resultado  de  la  fragmentación  en  el  paso 
anterior  desemboca  en  que  los  fragmentos  no  quedan  con  extremos  romos  y 
homogéneos,  sino biselados, exponiendo bases  sueltas que pueden hibridar  con otros 




















 Amplificación  por  PCR:  los  fragmentos  de  ADN  se  amplifican  con  oligonucleótidos 
específicos  para  los  adaptadores  de  los  extremos.  Es  muy  importante  que  no  se 
amplifique  en  exceso,  ya  que  podría  ocasionar  un  sesgo  o  redundancia  en  los 
fragmentos. Es por ello que se lleva a cabo una amplificación de bajo número de ciclos. 
En el caso de Illumina, la muestra se carga en unas celdas de flujo donde se han fijado los 




 Secuenciación: en el caso de Illumina y Roche  las hebras amplificadas se  inmovilizan en 




por  la unión correcta en  la secuencia. La excitación de  las celdas con  luz ocasiona que 
cada  vez  que  un  nucleótido  es  incorporado  correctamente  se  produzca  una  señal 




de  forma  pareada,  es  decir,  desde  ambos  extremos,  de  modo  que  se  aumenta  la 
posibilidad de identificar errores porque cada hebra se secuencia doblemente. Es lo que 
se  conoce  como  paired‐end  sequencing  (PE),  en  contraposición  a  single  read  (SR).  El 




se  alinean  con  el  genoma  que  correspondan  con  la  ayuda  de  herramientas 
bioinformáticas.  Brevemente,  los  datos  originados  por  la  secuenciación  llamados 
archivos  sra  (Sequence  Read  Archive),  deben  transformarse  en  formato  fastq  para 
alinear la información a cualquiera de las versiones del genoma (por ejemplo en ratón la 




información  obtenida  por  secuenciación,  para  su  visualización  con  la  interfaz  gráfica 
Genome  Browser.  Ejemplos  de  estos  programas  gratuitos  de  análisis  son  Homer  y 
Galaxy,  con  los que  se  transforma el  fichero  a  formato bedgraph, el  cual  se usa para 
localizar  la posición en el genoma de  las regiones enriquecidas por ChIP, representadas 










Figura 12. Esquema de  la  técnica de ChIP  seguida de  secuenciación de última generación  con 
diferentes  plataformas.  La  técnica  de  ChIP  (inmunoprecipitación  de  cromatina)  seguida  de  la 
secuenciación  de  los  fragmentos  enriquecidos  con  un  anticuerpo  específico,  permite  conocer  los 





que se  inmovilizan  las hebras de ADN originales varía desde  láminas de cristal  (Illumina, Helicos) a 
esferas  (Roche).  La  plataforma  Helicos  utiliza  una  de  las  hebras  unida  a  oligonucleótidos  de 







CRISPR  (Clustered  Regularly‐Interspaced  Short  Palindromic  Repeats)  representa  una 
familia de repeticiones de ADN que se encuentran en el 90% de las especies de arqueas y en un 
40% de los genomas de bacteria. Aunque su descubrimiento fortuito se produjo en 1987 (Ishino 
et al., 1987), el  término se acuñó años más  tarde,  tras  la observación por el científico español 
Francisco Mojica y sus colaboradores de  la presencia de estas secuencias en diversas especies 
bacterianas  (Mojica et al., 1993)  (Mojica et al., 2000)  (Jansen et al. 2002). No  fue hasta 2007 
cuando se sugirió que el conjunto de secuencias de CRIPSR podría  tener  la  función de sistema 
inmunitario bacteriano  (Barrangou et al., 2007). En 2012  la colaboración entre  los  laboratorios 
de Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna permitió caracterizar el mecanismo de actuación 






Típicamente,  el  loci  de  CRISPR  consiste  en  varias  repeticiones  directas  separadas  por 
fragmentos de ADN de  secuencia  variable  llamados  espaciadores, que no  son  sino  fracciones de 
secuencias  del  material  genético  de  bacteriófagos  (incluyendo  plásmidos).  Frecuentemente  se 
localizan adyacentes a genes cas (CRISPR‐associated), que codifican una vasta y heterogénea familia 
de  proteínas  que  portan  dominios  funcionales  típicos  de  nucleasas,  helicasas,  polimerasas  y 
proteínas  de  unión  a  ARN  (Horvath  y  Barrangou,  2010).  Existen  tres mecanismos  de  actuación, 
dependiendo de las características de sus componentes, pero el tipo II es el que más se ha estudiado, 
particularmente en  la especie de Streptococcus pyogenes. En este caso, tras una  infección vírica su 




repetidas  del  pre‐crRNA  (es  el  tracrRNA),  codificado  en  una  región  distinta  del  locus  CRISPR.  Es 
fundamental el reconocimiento y  la hibridación del tracrRNA al pre‐crRNA para dirigir  la formación 
del complejo con la proteína Cas9. Este complejo se procesará con la ARNasa III que corta la hebra 
hibridada,  liberando  complejos  de  ribonucleoproteína  portando  secuencias  individuales  de 
espaciadores (Mali et al., 2013) (Fig. 13).  
 
En caso de sufrir una segunda  infección por el mismo virus,  la bacteria  se beneficia de  la 
información  genética  almacenada  en  el  sistema  CRISPR  para  reconocer  las  secuencias  de  ADN 
invasoras (proto‐espaciadores), lo cual en el sistema CRISPR tipo II es posible realizarse siempre que 
la  secuencia  nueva  tenga  un motivo  que  es  identificado  por  el  complejo  Cas9.  Este motivo  se 
denomina  PAM  (Protospacer  Adjacent  Motif,  motivo  adyacente  al  proto‐espaciador),  que  será 
reconocida dependiendo de cada especie bacteriana, en el caso de S. pyogenes es NGG, siendo N un 












de  inmunización  el  sistema  CRISPR  acumula  fragmentos  de  ADN  invasor  proveniente  de 
infecciones  víricas  en  el  locus  CRISPR  (espaciadores)  separados  por  cortos  fragmentos  de 
secuencias  repetitivas.  En  una  segunda  fase  de  infección  la  bacteria  utiliza  la  información 
genética adquirida para defenderse de  infecciones, transcribiendo el  locus CRISPR en una  larga 
hebra de ARN (pre‐crRNA) que será procesada con  la ayuda de  las proteínas Cas9 y ARNasa  III. 
Primero  el  tracrRNA  acoplado  a  Cas9  dirige  la  hibridación  del  complejo  al  pre‐crRNA  en  las 
secuencias repetitivas. Seguidamente,  la ARNasa  III corta  la hebra hibridada y finalmente, para 
producir un complejo maduro se escinde el extremo 5´ del espaciador. El complejo formado es 
capaz de destruir por corte una secuencia complementaria al espaciador (lo que sería el proto‐












adelante  para  simplificar  aún más  el manejo  de  esta  técnica,  utilizando  un  único  tránscrito 
quimera que  fusionaba en un solo elemento crRNA y  tracrRNA en  lo que se denominaría ARN 








Repair). El primer mecanismo de  reparación  implica  la unión de  la hebra seccionada de  forma 
rápida  y  poco  precisa,  introduciendo  nucleótidos  al  azar,  es  la  vía  elegida  por  defecto  por  la 




secuencia original de  la hebra. Por tanto,  la  interrupción de  la secuencia codificante de un gen 
mediante mutaciones indel ocasionará la pérdida del marco de lectura y convertirá a la célula en 
un  mutante  knockout.  De  hecho,  la  tecnología  CRISPR  se  está  usando  actualmente  sobre 
organismos  multicelulares,  inyectando  los  elementos  de  CRISPR  ensamblados  en 
ribonucleoproteínas  en  embriones,  lo  que  ha  acortado  significativamente  el  tiempo  de 
obtención  de  animales  knockout  para  genes  concretos.  De  la  misma  forma,  pueden 
interrumpirse otras regiones como secuencias reguladoras de genes (Lopes et al., 2016) (Thomas 
et al., 2016). La vía de reparación por recombinación homóloga, por su parte, permite sustituir 
una  secuencia  por  otra  de  interés  que  tiene  que  proporcionarse  a  la  célula.  Ello  posibilita 























El grupo de Feng Zhang es uno de  los pioneros en  la aplicación de  la biotecnología a  la 
herramienta  CRISPR.  Diseñaron  una  variante  de  la  proteína  Cas9  con  una  sustitución  del 
aspártico 10 a alanina  (D10A) en el dominio similar a RuvC, que media uno de  los cortes en  la 
doble hebra de ADN. De esta manera se consiguió una proteína Cas9 que no es capaz de cortar 
las dos hebras, sino sólo una de ellas,  formando una mella o nick, por  lo que  la denominaron 












una proteína Cas9 con mutaciones en ambos dominios de corte,  lo que  las  inactiva totalmente 




llamado CRISPRi, CRISPR de  interferencia) (Qi et al., 2013) (Gilbert et al., 2013),  inducción de  la 
expresión  génica  mediante  el  acoplamiento  de  dCas9  a  un  activador  transcripcional  (VP16, 
proteína viral de Herpex Simplex) y dirigiéndola cerca del TSS (Gilbert et al., 2013), incluso se han 
diseñado dCas9 acopladas a enzimas que producen modificaciones postraduccionales como  las 












eucarióticos, basándose en  la maquinaria de  reparación de  la  cadena de ADN de  la  célula. El 
corte  en  la  hebra  de ADN,  producido  por  el  dominio HNH  y  el  dominio  similar  a  RuvC  de  la 
proteína  Cas9,  es  reparado mediante  uno  de  los  dos mecanismos  de  reparación  con  las  que 
cuenta  la  célula:  recombinación  no  homóloga  (NHEJ,  Non‐Homologous  End  Joining)  o 
recombinación  homóloga  (HDR,  Homologous  Directed  Repair),  los  cuales  conllevan  distintas 
consecuencias.  El  primer  mecanismo  implica  la  introducción  de  nucleótidos  al  azar  en  los 


































































































 Análisis bioinformático de  los procesos celulares y  las  rutas de señalización en  los que 





























































































































de  ratones  3mL  de medio  tioglicolato  al  3%  estéril  (BD  Difco)  a  pH7,0  preparado  con  una 
antigüedad de al menos un mes. Al cabo de 3 días  se  sacrifican  los  ratones por  inhalación de 
isofluorano  (Laboratorio  Esteve  Veterinaria)  en  una  campana  de  eutanasia  y  se  recogen  los 
macrófagos mediante  tres  lavados  de  la  cavidad  peritoneal  con  tampón  fosfato  salino  (PBS) 
estéril. El PBS es  inyectado con una  jeringa de 10mL y una aguja de 23G (0,6mm x 25mm) (BD 
MicrolanceTM 3) consiguiendo un desplazamiento visceral y una mayor eficiencia en  la recogida 
de macrófagos. A  continuación  la  suspensión  celular  se  limpia  de  restos de  tejido  pasando  a 
través de un filtro de nylon de 70μm (BD FalconTM), se centrifugan 5 minutos a 1.500 rpm y se 
resuspenden en medio RPMI 1640® (Biowest) suplementado al 10% con suero bovino fetal (FBS) 
(Gibco,  Thermo  Fisher  Scientific).  Se  cuentan  los macrófagos  en  una  cámara  de  Neubauer‐
improved  (Marienfeld) discriminando por  tamaño  entre  las  células del  lavado peritoneal  y  se 



















filtro  de  nylon  de  70μm  (BD  FalconTM)  y  se  centrifuga  5 minutos  a  1.500  rpm.  Para  lisar  los 
eritrocitos  se  resuspende  el  tejido medular  con  1mL  de  solución  de  lisis  de  eritrocitos  (ACK 
buffer) estéril que contiene cloruro amónico 150mM, bicarbonato potásico 10mM y EDTA 10mM 









incubador antes de  recoger  las células y seguidamente se contrarresta  la acción del PBS‐EDTA 
diluyendo el volumen a la mitad con PBS. Se centrifuga 5 minutos a 1.500 rpm, se resuspenden 











RPMI  1640®  o DMEM®  suplementados  con  10%  de  suero  bovino  fetal  (FBS)  (Gibco,  Thermo 




Para  los  ensayos  de  inmunoprecipitación  de  cromatina  se  utilizaron  también,  además  de 
macrófagos,  fibroblastos  embrionarios  de  ratón  (MEFs)  inmortales  carentes  de  expresión  de 
proteínas LXR (DKO) o que expresan la proteína LXRα. Para experimentos western blot y qPCR se 









Los  tratamientos  farmacológicos  que  se  emplearon  en  las  células  con  los  siguientes 
compuestos sintéticos se  resumen en: el agonista GW3965  (GSK) a una concentración  final de 
1μM, el antagonista GSK1440233A (GW233) (Zuercher et al., 2010) a una concentración final de 
2μM  y  el  agonista  específico  de  RXR:  LG100268  (LG268)  (Ligand  Pharmaceuticals)  a  una 














los  esteroles.  Su  adición  al  medio  de  serodepresión  produce  una  reducción  en  los  niveles 
celulares  basales  de  esteroles  endógenos,  los  cuales  constituyen  una  fuente  de  ligando  del 
receptor LXR. Además, como consecuencia de esta depleción se desencadenará un aumento en 










La  inmortalización  de  macrófagos  se  realizó  a  través  de  la  infección  con  un  retrovirus 
denominado  J2, portador de dos oncogenes murinos: v‐myc y v‐raf (Blasi et al., 1985)  (Blasi et 
al., 1987). Se mantiene la línea celular J2 en medio de cultivo completo (DMEM® 10% FBS y 1% 
de  penicilina  y  estreptomicina)  hasta  que  alcanza  la  confluencia  y  después  se mantienen  48 
horas más antes de recoger el medio, el cual se filtra con un filtro de 45μm de diámetro de poro. 










es  recolectado  48  horas  tras  alcanzar  el  cultivo  la  confluencia.  El  cultivo  de  la  médula 
proveniente  de  cada  ratón  (dos  fémures  y  dos  tibias)  se  realiza  en  cuatro  placas  de  cultivo 
tratadas de 100mm de diámetro. 
Tras 24 horas se retiran las células que no se han adherido a las placas y se resiembran con 
medio  de  cultivo  que  contiene:  20%  de  sobrenadante  J2  filtrado,  Polybrene®  a  una 
















Se  empleó  el  sistema  celular  Phoenix A,  que  es  una  línea  celular  de  segunda  generación 
productora de retrovirus anfotrópicos. Provienen de las células 293T humanas modificadas, son 

















La  infección  se planifica  cuando  el  cultivo de macrófagos  inmortalizados  se  encuentra  en 
torno al 50% de confluencia y después se cultiva durante 24 horas. Al día siguiente se retira el 
medio  de  infección  y  se  añade medio  fresco  con  10%  de medio  condicionado  GM‐CSF  y  se 
incuban  las células 48 horas. Durante  los días siguientes se supervisa  la recuperación de  la tasa 
normal  de  crecimiento  de  las  células  antes  de  proceder  a  la  selección  de  los  clones  con 
puromicina  (Sigma). Para ello  las  células  se  subcultivan en placas de 150mm de diámetro.  Se 

















diana  Reactividad  Origen  Marcaje fluorescente  Casa comercial 
CD11b  Ratón  Rata  PerCP‐Cy5.5  Biolegend (clon M1/70) 
F4/80  Ratón  Rata  PE o FITC  Immunostep (clon BM8) 
CD68  Ratón  Rata  PE o FITC  Bio‐Rad (clon FA‐11) 
TLR4  Ratón  Rata  PE  BD Pharmingen (clon MTS‐510) 
CSF1R  Ratón  Rata  APC  eBioscience (clon AFS98) 
Ly6C  Ratón  Rata  PE‐Cy7  BD Pharmingen (clon AL21) 



















descrita para  radioinmunoprecipitación  (Tris‐HCl 10mM pH7,5, NaCl 150mM,  Tritón X100 1%, 
desoxicolato  sódico  0,5%  y  SDS  0,1%)  (Greenfield,  2014)  suplementado  con  inhibidor  de 
proteasas  Complete®  (Roche).  Tras  15 minutos  en  hielo  los  extractos  fueron  centrifugados  a 
14.000  rpm  y  los  sobrenadantes  se  cuantificaron  con  el método  BCA  (ácido  bicinconínico  y 
solución de sulfato de cobre)  (Sigma) empleando el  lector de placas Microplate Reader Model 
680® (Bio‐Rad).  
Para  los  experimentos  de  electroforesis  se  utilizaron  cantidades  entre  20  y  100ug  de 
extracto  de  proteína  total  para  su  resolución  en  minigeles  de  poliacrilamida  al  8% 
(acrilamida:bisacrilamida 29:1, Bio‐Rad) junto con marcador de pesos moleculares Precision Plus 
Protein Dual Color® (Bio‐Rad). Las proteínas del extracto celular se desnaturalizaron con tampón 
de  carga  (SDS  10%,  Tris‐HCl  0,25M  pH6,8;  azul  de  bromofenol  0,1%,  glicerol  50%,  2‐





1  minuto  con  metanol  100%,  a  300mA  durante  90  minutos  a  4ºC  con  un  tampón  de 
transferencia compuesto de Tris‐base 25mM, glicina 192mM, 0,1% de SDS y 20% metanol. Las 




a 4ºC  en  agitación  suave. Al día  siguiente  se  lavó  la membrana 3  veces  con  TBS‐T durante 5 
minutos cada vez y seguidamente se  incubó con el anticuerpo secundario en 2,5% Blotto® con 
TBS‐T,  durante  1  hora  a  temperatura  ambiente  en  agitación  suave.  La  peroxidasa  de  rábano 
(HRP,  horseradish  peroxidase)  acoplada  al  anticuerpo  secundario  en  su  fracción  constante 
permite revelar la presencia de proteína a la que se ha unido el anticuerpo primario, cuando se 
suministra un sustrato adecuado para su oxidación y consecuente generación de  luminiscencia. 




el  software  Image  J  para  determinar  la  intensidad  de  las  bandas  en  unidades  arbitrarias.  Se 














diana  Reactividad  Origen  Clonalidad  Casa comercial 
Concentración 
de uso 
ABCA1  Ratón  Conejo  Policlonal  Novus (NB400‐105)  1:4000 
ABCG1  Ratón  Conejo  Policlonal  Novus (NB400‐132)  1:1000 
β‐actina  Ratón  Ratón  Monoclonal  Santa Cruz (clon C4)  
(SC‐47778)  1:500 
FAS  Ratón  Ratón  Monoclonal  BD Biosciences  (13/Fatty Acid Synthase)  1:500 
FLAG  Péptido 
sintético  Ratón  Monoclonal  Sigma (clon F3165)  4μg/mL 
GAPDH  Ratón  Conejo  Policlonal  Sigma (G9545)  1:10.000 





LXRα  Ratón  Ratón  Monoclonal  Abcam (clon PPZ0412)  1μg/mL 
LDL‐R  Ratón  Conejo  Policlonal  Cayman (10007665)  1:1.000 
Anticuerpos secundarios acoplados a HRP 
Fc anticuerpo  Ratón   Cabra  Policlonal Santa Cruz (SC‐2005)  1:10.000 







que  expresan  LXRα  o  LXRβ  humanos  unidos  al  péptido  FLAG  o  células  control  (LXR DKO)  se 
trataron previamente en condiciones de serodepresión (DMEM 0,5% de FBS) con GW3965 (2μM) 
durante 16h.  
Las  células  que  se  dedicaron  al  estudio  de  las  marcas  de  acetilación  (líneas  celulares 
inmortalizadas que expresan LXRα o LXRβ humanos) se trataron previamente en condiciones de 







resuspenden  en  PBS  con  DSG  (di‐N‐succinimidil  glutarato)  (Thermo  Fisher  Scientific)  a  una 
concentración  final  de  2mM.  Se  distribuyen  2,5  x  107  células  por  cada  mililitro  en  tubos 
Eppendorf® de 1,5mL, durante 30 minutos a temperatura ambiente en rotación suave. El DSG es 




que el  formaldehído, que se emplea en  la  fijación tradicional de  la cromatina, debido a que el 





A  continuación,  se  lavan  las  células  con  PBS  dos  veces,  aprovechando  estos  pasos  para 
distribuir  aproximadamente  1,25  x  107  células  por  cada  tubo.  El  segundo  paso  de  fijación  se 
realiza con  formaldehído al 1% en PBS durante 10 minutos. La  reacción  se detiene añadiendo 
glicina a cada tubo (concentración final de 200mM) (Sigma).  
La lisis de las células se produce también en dos pasos, primero con una solución hipotónica 







Para  cada  inmunoprecipitación  se  usaron  3  tubos  Eppendorf®  de  cromatina,  que  se 
sonicaron con Bioruptor® (Diagenode) en un baño de agua‐hielo a máxima potencia durante 60 
minutos (30 segundos apagado/ 30 segundos encendido). Se centrifugaron los tubos durante 10 
minutos a 14.500  rpm antes de  recoger el  sobrenadante  con  la  cromatina  fragmentada. Para 
comprobar la eficiencia de la sonicación se tomó un 10% del volumen de sobrenadante de cada 














igualar  las  cantidades  entre  distintos  tratamientos,  después  se  mantiene  a  4ºC  hasta  la 
comprobación de su fragmentación. A continuación se diluye con solución de dilución (Tris‐HCl 








cada  tubo de  inmunoprecipitación, previamente bloqueadas  con PBS  y BSA 0,5%  y  se  incubó 
durante 3 horas en rotación suave a 4ºC. Seguidamente se lavaron las esferas magnéticas unidas 




LiCl 250mM) y  finalmente dos  lavados con solución T.E  (Tris‐HCl 10mM pH8, EDTA 1mM pH8). 
Para  realizar  cada  lavado  se  inmovilizaron  las esferas magnéticas  con  la ayuda de un  soporte 











Anticuerpo  Reactividad  Origen  Clonalidad Casa comercial 
Anti‐Péptido FLAG  Sintético  Ratón  Monoclonal  Sigma (clon F3165) 




Anti‐LXRα  Ratón  Ratón  Monoclonal  Abcam (clon PPZ0412) 
Anti‐RXRα  Ratón  Conejo  Policlonal  Santa Cruz (SC‐553) 
IgG sérica  Ratón  Ratón  Policlonal  Invitrogen (10500C) 
Anti‐Acetilación en lisina 27 






la unión de  la proteína  LXRβ  (Heinz et al., 2010) y  la extensión de  la presencia de marcas de 
acetilación en  la histona H3 (Ostuni et al., 2013). Dicha  información es de acceso público en  la 
base de datos de secuenciación GEO  (Gene Expression Omnibus). Se relativizó  la amplificación 











































qPCR  del  input  (%  de  input)  o  como  enriquecimiento  de  la  unión  del  anticuerpo  específico 
relativo al enriquecimiento obtenido con el anticuerpo de control (inmunoglobulinas séricas de 











Todas  las muestras  fueron  procesadas  en  el  servicio  de  genómica  del  Centro  de  Regulación 








(NGS, Next‐Generation  Sequencing) de  los ChIP‐seq  se  encuentra  generalmente  en  servidores 
públicos con  formato comprimido sra  (Sequence Read Archive). Este  formato debe convertirse 
primero a  formato  fastaq usando  la herramienta  “fastq‐dump” obtenida en  la página web de 
NCBI  SRA  Toolkit.  Posteriormente  se  usa  otra  herramienta,  “bowtie2”,  para  alinear  los  datos 
obtenidos de  la  secuenciación con un genoma murino de  referencia  (mm10 en nuestro caso). 
Finalmente  con  el  software HOMER  (Hypergeometric Optimization  of Motif  EnRichment),  una 
colección de herramientas informáticas para el descubrimiento de motivos y análisis de datos de 
secuenciación de nueva generación (Heinz et al., 2010) se transforma a formato bedgraph. Con 
este  formato  se  posibilita  la  visualización  gráfica  de  datos  genómicos  obtenidos  por  técnicas 
como  ChIP‐seq,  Gro‐seq  y  otras  con  la  herramienta  UCSC  Genome  Browser.  Los  estudios 
bioinformáticos de ChIP‐seq realizados con  las  líneas celulares aquí descritas  fueron realizados 













El ARN  se  extrajo  con  el  reactivo  comercial  TRIZOL®  (MRC)  usando  1mL  por muestra.  Se 
añade cloroformo en proporción 1:5  respecto al volumen de TRIZOL®,  se agita vigorosamente 
durante 10  segundos  y  se  centrifuga  a 14.000  rpm durante 5 minutos  a 4ºC.  Se  transfiere  el 
sobrenadante  a  un  nuevo  tubo  y  se  añade  isopropanol  frío  en  una  proporción  1:1.  La 





















Los  cambios  en  la  expresión  génica  en  respuesta  al  agonista  y  al  antagonista  de  LXR 
(GW3965 y GSK1440233A  respectivamente)  tomando este último o  la  línea  inmortalizada  LXR 
DKO  como  control,  fue  detectada  con  el  chip  de  ADN  GeneChip®  Mouse  Gene  2.0  ST  de 
Affymetrix.  
Los valores originales de expresión, obtenidos como  logarítmicos en base 2 de  la muestra 
problema  con  respecto  a  la  expresión  en  la muestra de  referencia,  fueron procesados por  la 
Unidad de Genómica de la Universidad Complutense de Madrid. 
No se tuvieron en cuenta para los análisis aquellas casillas del archivo Excel que no contaban 
con ninguna  información  relativa  al nombre o  símbolo del  gen  al que  se  refería  la  sonda.  Se 









igual  o mayor  a  dos  veces  con  respecto  a  las  condiciones  de  referencia.  Para  el  análisis  del 
conjunto  de  genes  que  reunía  estas  características  se  hizo  uso  de  la  base  de  datos  gratuita 
DAVID  6.7,  que  ofrece  una  serie  de  herramientas  bioinformáticas  basados  en  diferentes 
algoritmos para el análisis de  listas conteniendo numerosos genes, con el  fin de encontrar un 
significado biológico subyacente que los interrelacione (Huang et al., 2007) (Huang et al., 2009). 




estudio  de  las  interacciones  con  otras  moléculas,  tanto  biológicas  como  sintéticas,  con  el 
software  Ingenuity®  Pathway  Analysis  (IPA®).  Este  programa  es  una  potente  herramienta  de 


















10.2. Amplificación  de ADN  complementario  por  PCR  cuantitativa 
  (qPCR).  
 





























































en  los  últimos  años  como  la  herramienta  más  poderosa  para  la  edición  génica  en  células 
eucariotas.  Basado  en  un  sistema  de  defensa  bacteriano  contra  bacteriófagos,  este  sistema 
permite delecionar o editar con gran precisión la secuencia genómica elegida, haciendo uso de la 
maquinaria de reparación celular mediante recombinación no homóloga (NHEJ) o recombinación 
homóloga  (HDR)  respectivamente.  Su  funcionamiento depende  de  la proteína Cas9 que  es  la 
encargada  de  seccionar  las  hebras  de  ADN,  y  que  ha  sido  ampliamente  modificada  para 
diferentes fines, y el ARN guía (sgRNA) oligonucleótido que dirige la proteína Cas9 hacia los sitios 







Para  la aplicación de  la  tecnología CRISPR hicimos uso de  la proteína Cas9 proveniente de 


































505  nucleótidos  y  contenía  centrado  el motivo  LXRE.  Las  guías  con mejores  puntuaciones  se 

























































competentes,  forzándolas  a  adquirirlo mediante un  choque  térmico, usando  todo  el  volumen de 
reacción  en  15μL  de  bacterias  aproximadamente.  Se  permitirá  el  crecimiento  sólo  los  clones 














después  se  transfectaron  2μg  totales  de  ADN  (1μg  de  cada  uno  de  los  ARN  guía  inserto  en 
pX461) con FuGENE® HD (Promega) mezclado en un ratio de 1:2 (ADN: FuGENE) en medio Opti‐
MEM®  (Gibco). Asimismo, se prepara un control negativo con células a  las que se  transfectará 





de  flujo de aquella población que expresan  la proteína verde  fluorescente  (GFP), gen  incluido 
también  en  el  plásmido  pX461  como  método  de  control  de  su  adquisición.  Se  empleó  un 
citómetro separador de  la marca FACSAria  II en el centro de análisis celular  (CCA) del Hospital 
Universitario  del  Instituto  Karolinska.  Por  separado  se  selecciona  también  la  población  que 
expresa GFP  en  el  control  negativo.  Adicionalmente  las  células muertas  se  discriminaron  del 




Todas  las  poblaciones  de  células  seleccionadas  se  recogieron  en  un  pocillo  de  una  placa 
multiwell de 12 pocillos y se  incubaron hasta  la recuperación de su tasa de división, en torno a 
48 horas después. Después de su disgregación se cuentan y se prepara una dilución para obtener 
una  concentración  de  aproximadamente  10  células/mL  en  10mL  finales  de  DMEM.  Se 
distribuyen 100μL de esta dilución en cada pocillo de una placa multiwell de 96 pocillos. Al cabo 
de unas horas se observa la placa al microscopio óptico para identificar los pocillos que incluyen 
una  sola  célula  y  se  descartan  aquellos  que  incluyan  dos  o más.  El  resto  de  células  de  la 
población  original  se  congela  por  si  hubiera  que  repetir  la  técnica.  Se  incuban  las  células 








Para  realizar  la  qPCR  se  diseñaron  una  pareja  de  cebadores  que  se  unen  flanqueando  la 
región que se delecionó y que produce un tamaño de amplicón de aproximadamente 500 pares 

































de 20μL. La mezcla se deja  reaccionar durante  toda  la noche a una  temperatura constante de 
16ºC.  Seguidamente  se  procede  a  amplificar  el  plásmido  ligado mediante  transformación  de 
bacterias  competentes,  forzándolas  a  adquirirlo mediante un  choque  térmico.  Se permitirá el 
crecimiento de los clones bacterianos que han incorporado el vector T ligado cultivando en placa 
con  medio  LB  que  incluye  ampicilina  (100μg/mL)  durante  12‐16  horas.  Al  día  siguiente  se 















































se  añaden  30μL  de  NP‐40  al  10%  y  se  agita  violentamente  5  segundos  con  el  vórtex.  Se 
centrifuga  30  segundos  a  13.000rpm  a  4ºC  y  se  retira  el  sobrenadante  resultante,  que  es  el 








La  incubación de  los extractos nucleares con  los oligonucleótidos biotinilados se realiza 
en un tampón (tampón A) con detergente suave para evitar  inhibir  las  interacciones proteínas‐




se  añaden  25μL  de  extracto  de  proteína  nuclear  diluido  en  200μL  de  tampón  A  y  1μg  de 
oligonucleótido biotinilado para cada gen por tubo, resultando todo en un volumen final de 1mL. 




0,1% NP‐40  e  inhibidor  de  proteasas  Complete®  (tampón  H)  a  4ºC  con  el  que  se  realizan  4 
lavados  a  las  esferas magnéticas,  inmovilizándolas  en  un  soporte magnético.  Tras  el  último 
lavado se añaden 25μL de tampón de carga y se hierven las muestras durante 10 minutos antes 
de  resolverlas  por  electroforesis  SDS‐PAGE  en  un  gel  de  poliacrilamida  al  10%.  Las  proteínas 






















































































Realizamos  un  seguimiento  a  través  del  microscopio  óptico  del  crecimiento  y 




se produce en agrupaciones de  forma circular que van aumentando en  tamaño hasta cubrir  la 
superficie de cultivo sin perder su morfología redondeada. 
 
En paralelo a  la generación de  la  línea  inmortal LXR DKO, también se generó, por parte de 




adhesión  y migración  de  estas  células  a  zonas  inflamadas),  F4/80  (miembro  de  la  familia  de 
moléculas  de  tipo  EGF,  factor  de  crecimiento  epidérmico,  abundantemente  expresado  en 
macrófagos  residentes),  CD68  (glicoproteína  también  llamada  macrosialina,  se  encuentra 
abundantemente  en  los  endosomas  tardíos),  receptor  de  tipo  toll‐4  (TLR4,  receptor  de 
lipopolisacárido  bacteriano),  CSF1R  (receptor  del  factor  estimulador  de  colonias  1,  principal 
responsable  de  la  diferenciación,  funcionamiento  y  división  celular  de  macrófagos),  Ly6C 
(proteína  anclada  por  glicosilfosfatidilinositol,  muy  abundante  en  monocitos  de  tipo 
“inflamatorio”),  Tim4  (receptor  de  fosfatidilserina).  Pudimos  comprobar  que  las  células 












Figura 1. Etapas de crecimiento de  la  línea  inmortalizada de macrófago LXR DKO. Los 
macrófagos diferenciados de médula ósea poseen una morfología alargada o estrellada propia 
de este  tipo  celular  (A).  La  línea  celular  inmortalizada  con  retrovirus  J2 en  crecimiento  forma 
agrupaciones  características  con  forma  circular  (B)  que  aumentan  en  tamaño  hasta  cubrir  la 











Figura  2.  La  ausencia  de  expresión  de  LXR  no  afecta  al  fenotipo  de  los  macrófagos 
derivados de médula ósea.  La expresión de moléculas propias del  fenotipo de macrófago en 
células diferenciadas de médula ósea de ratones LXR DKO fue analizada por citometría de flujo. 






1.2. Caracterización  de  la  expresión  y  regulación  de  los  genes 
diana  de  LXR  en  líneas  inmortalizadas  de  macrófago  que 
expresan los receptores 3FLAG‐LXRα y 3FLAG‐LXRβ. 
Una vez generada la línea de macrófagos inmortales LXR DKO, se procedió a la expresión de 
forma  suprafisiológica  de  los  receptores  LXRα  o  LXRβ  humanos,  unidos  al  polipéptido  FLAG, 
mediante  infección  retroviral de  la  información  genética de  estos  receptores  separadamente, 
creando  así  dos  líneas  de macrófagos  inmortalizados  que  expresan  únicamente  uno  de  los 
receptores nucleares LXR. 
La comprobación de los niveles de expresión de las proteínas LXR en las líneas generadas se 
realizó por western blot,  con un  anticuerpo monoclonal dirigido  contra el péptido  FLAG  y un 
anticuerpo  policlonal  que  reconoce  ambos  receptores  LXR,  cedido  amablemente  por  los 
Doctores  Eckardt  Treuter  y  Knut  Steffensen  del  Instituto  Karolinska,  Suecia  (Pehkonen  et  al. 
2012). El análisis  comparativo  indicó que  los niveles de expresión de  LXRα en  la  línea 3FLAG‐
LXRα  eran  superiores  a  los  observados  en  células  primarias  (macrófagos  peritoneales),  pero 
inferiores a  los de  la  línea RAW 264.7 LXRα, que también  fue generada en nuestro  laboratorio 
(Fig. 3). Sin embargo, eran niveles comparables con  la otra  línea  inmortalizada 3FLAG‐LXRβ,  lo 
cual es deseable para evitar descompensaciones entre las líneas y conclusiones erróneas debidas 
a distintos niveles de expresión. Por tanto, el análisis de expresión proteica de LXRα y LXRβ en 
las  líneas  inmortalizadas  reveló  que  ambos  receptores  se  encuentran  presentes  en  niveles 
similares. 
Figura 3. Niveles de expresión de LXRα y LXRβ en  las  líneas de macrófago  inmortalizadas 
3FLAG‐LXRα y 3FLAG‐LXRβ. Las líneas inmortalizadas de macrófago fueron cultivadas en presencia de 
DMSO (vehículo control) o el agonista sintético de LXR, GW3965, durante 24 horas previamente a  la 
extracción de proteína  total y evaluación por western blot  con anticuerpos específicos para  la  cola 
polipeptídica FLAG o los receptores LXRα y LXRβ (Pehkonen et al., 2012). Como controles positivos se 
utilizó  un  extracto  proteico  de  la  línea  celular  de macrófago  RAW  264.7  que  expresa  LXRα  y  de 




Para  comprobar  la  funcionalidad  de  los  receptores  LXR  expresados  en  las  líneas 
inmortalizadas, evaluamos su capacidad de regulación de la transcripción de los genes diana ya 
conocidos Abca1 y Abcg1. Para ello analizamos sus niveles proteicos mediante western blot, tras 





Figura 4. Regulación de  la expresión de  los genes diana clásicos de LXR en  las  líneas 
inmortalizadas  de  macrófago  3FLAG‐LXRα  y  3FLAG‐LXRβ.  Las  células  fueron  cultivadas  en 
presencia de DMSO o el agonista GW3965 durante 24 horas. La expresión proteica de ABCA1 y 
ABCG1 fue analizada por western blot (A). La intensidad de las bandas de proteína se cuantificó 







al  agonista  sintético  GW3965.  Empleamos  un  medio  de  cultivo  de  serodepresión  que 
tradicionalmente hemos empleado para privar a  las células de un exceso de nutrientes, con el 
objetivo de  reducir  la disponibilidad de  ligandos endógenos de  LXR  (oxisteroles derivados del 
suero o síntesis endógena de colesterol) y conseguir unos experimentos más reproducibles y una 
inducción  de  la  expresión  de  los  genes  diana  de  LXR,  al  suministrar  los  tratamientos 
farmacológicos, más potente. Este medio de cultivo contiene un 0,5% de suero bovino fetal. Al 
mismo  tiempo,  utilizamos  otro medio  de  serodepresión  de mayor  severidad  conteniendo  un 
0,2% de albúmina de suero bovino (BSA), totalmente libre de ácidos grasos y suplementado con 
ácido zaragócico (ver material y métodos).  






































2. Análisis  de  la  expresión  génica  de  las  líneas  inmortalizadas  de
macrófago con chip de ADN (microarrays).
Con el objetivo de profundizar en el estudio de la regulación génica bajo el control de cada 
uno de  los receptores nucleares LXR, se  llevó a cabo un estudio de microarrays  (chip de ADN) 
empleando el ARN purificado de las 3 líneas inmortalizados generadas: 3FLAG‐LXRα, 3FLAG‐LXRβ 
y LXR DKO control. 
La  validación  por  qPCR  de  la  expresión  de  los  genes  diana  Abca1, Mylip,  Scd1  y  Srebf1 
demostró  que  su  transcripción  es  sensible  al  tratamiento  con  el  agonista  y  antagonista 
específicos  de  LXR  (Fig.  6A).  La  expresión  de  estos  genes  diana  se  encuentra  disminuida 
potentemente  en  presencia  del  antagonista GW233, mientras  que  en  presencia  del  agonista 
GW3965 aumenta varios órdenes de magnitud en  los casos de Scd1 y Srebf1 con respecto a  la 
expresión del gen de referencia elegido, 36b4. La expresión de ARN mensajero, correspondiente 























3  experimentos  independientes  y  en  cada  barra  el  error  estándar  (SEM).  La  significancia 




Una  vez  comprobada  la  expresión  génica  en  las  distintas  líneas  inmortalizadas,  el  ARN 
mensajero extraído de los 3 experimentos independientes se combinó y fue interrogado para la 
expresión  de  una  serie  de  aproximadamente  34.000  genes  y  tránscritos  representativos  del 
genoma de ratón, entre los que se incluyen todas las dianas clásicas conocidas de LXR, a través 
de  la plataforma de microarrays GeneChip® Mouse Gene 2.0 ST de Affymetrix. La expresión de 
los  genes  diana  de  LXR  conocidos  previamente  se  verificó  en  el  chip  de  ADN  (Fig.  7), 
representado como un ratio entre  la transcripción registrada con el tratamiento farmacológico 
del agonista GW3965 frente a la transcripción en presencia del antagonista GW233. 
Para  el  análisis  de  expresión  génica mediante microarrays  se  eligieron  dos  tipos  de 
condiciones de referencia a las que se relativizó la expresión de cada línea celular:  
I. Expresión génica  registrada en presencia del antagonista  sintético de LXR  (GW233) en 
cada una de las líneas inmortalizadas. 
II. Expresión génica observada en  la  línea  inmortalizada LXR DKO, en presencia del agonista de
LXR GW3965.















activación  mediante  distorsión  de  la  estructura  tridimensional  del  receptor  (Zuercher  et  al. 
2010),  lo  que  contribuye  a  acentuar  las  diferencias  en  los  niveles  de  expresión  de  genes 













































según  el  análisis  de  microarrays.  El  ARN  mensajero  purificado  de  las  líneas  de  macrófago 
inmortalizadas  3FLAG‐LXRα  y  3FLAG‐LXRβ,  tratadas  previamente  con  el  agonista  y  antagonista 
sintéticos durante 24 horas, fue analizado con chip de ADN (microarrays). El cambio en la expresión de 
los genes diana de LXR publicados se muestra expresado como el ratio ante agonista (GW3965) frente a 






1,5 ≥ 2 ≤ 1 
Resultados 
102 
La  relevancia  de  la  magnitud  de  cambio  en  la  expresión  génica  con  respecto  a  las 
referencias  establecidas  fue  analizada  como  se  detalla  a  continuación.  La  categoría  que  se 
analizó con mayor profundidad comprende los genes cuyo cambio de expresión es mayor o igual 
a 2. Aquellos genes con expresión moderadamente significativa, comprendida entre 2 (valor no 
inclusive)  y  1,5  no  fueron  examinados  en  profundidad.  Finalmente,  se  considera  sin  cambio 
relevante la expresión comprendida entre 1,5 y 0,5 ambos no inclusive siendo este el grupo más 
numeroso (Fig. 8). Únicamente se tuvieron en cuenta los valores de expresión génica inferiores a 
0,5  (incluyendo  este  valor)  en  el  caso  del  grupo  de  análisis  número  6:  expresión  de  la  línea 
3FLAG‐LXRβ frente a 3FLAG‐LXRα, ya que equivale a los genes expresados con magnitud superior 










un  genotipo  control que no  cuenta  con  expresión  LXR,  ambas bajo  condiciones de  activación 
farmacológica del  receptor LXR con el agonista GW3965. Por otro  lado,  la comparación de  las 
líneas que expresan LXR en presencia de un tratamiento con el antagonista GW233, que bloquea 
la acción transcripcional de este receptor, aun estando presente cada una de las dos proteínas. 
Siguiendo  la  clasificación  expuesta  anteriormente,  como  control  de  validación  de  los 
tratamientos  farmacológicos,  se  analizó  la  expresión  correspondiente  a  la  línea  LXR  DKO  en 
presencia de GW3965 con respecto a GW233  (grupo de análisis 1). A priori, este análisis debe 
darnos la bondad de nuestra aproximación, ya que la línea LXR DKO, carente de LXR, no debería 
responder  (o  tal  vez  mínimamente  de  manera  inespecífica)  a  ninguno  de  los  tratamientos 
farmacológicos específicos de LXR. El resultado arrojó una pequeña lista de tan solo 18 genes de 
entre todo el genoma, que vieron su expresión sometida a cambios poco significativos frente a 










En el grupo de análisis 3,  la expresión de  la  línea 3FLAG‐LXRβ en presencia del agonista y 
antagonistas de LXR, encontramos 34 genes (0,14% de los genes de este análisis) (Fig. 8B y Tabla 







la  línea  3FLAG‐LXRβ  aumentó  de  0,14%  a  0,56%  (4  veces  más)  (grupos  de  análisis  4  y  5 
respectivamente). 
 
En  cuanto a  la  comparación de  la expresión entre  las  líneas 3FLAG‐LXRβ  frente a 3FLAG‐
LXRα, un 10,03% de  los  tránscritos  (2.348 genes)  (Tabla V) que  responden al  tratamiento  con 
GW3965  tienen  una  expresión más  elevada  en  la  línea  3FLAG‐LXRβ  con  respecto  a  la  línea 






























                              
B  Cambios de expresión génica en referencia a LXR DKO 





expresión  según  la magnitud de cambio. Los  tránscritos analizados por el  chip de ADN GeneChip® 
Mouse Gene 2.0 ST de Affymetrix en  las  líneas de macrófago  inmortalizadas  fueron  clasificados en 
categorías según  la magnitud de cambio en su expresión con respecto a  las referencias  indicadas en 
































































Para  ahondar  en  el  conocimiento  en  las  funciones  biológicas  en  las  que  se  encuentran 
implicados  los  tránscritos  expresados  de  manera  significativa  por  cada  una  de  las  líneas 
celulares, así como encontrar un significado biológico a la funcionalidad de cada receptor LXR en 
la  biología  del  macrófago,  se  emplearon  una  serie  de  herramientas  bioinformáticas. 
Primeramente se tomaron los números de acceso identificativos de los tránscritos resultantes en 
cada grupo de análisis, que con las referencias correspondientes, destacaran con una expresión 







se corresponden con pseudogenes,  tránscritos no anotados, micro‐ARNs o  incluso  regiones no 
codificantes, por lo que no se tuvieron en cuenta en nuestros análisis posteriores, si bien en un 
futuro  pueden  retomarse  de  nuevo.  Es  por  ello  que  existe  un  pequeño  desfase  en  cuanto  a 
número de  tránscritos  a  los que  se  refieren  las  categorías de  expresión  (Fig. 8)  y número de 
genes considerados en análisis ulteriores. 
El análisis de  las  funciones biológicas en  las que están  implicados  los genes con expresión 




se distingue un papel de  los genes en  la  línea 3FLAG‐LXRα relacionado con  la unión al ADN,  la 
transcripción y la señalización a través de receptores acoplados a proteínas G. En contraposición 

















Figura  9.  Funciones  biológicas  de  los  genes  regulados  por  los  tratamientos 
farmacológicos GW3965 y GW233 en cada  línea  inmortalizada de macrófago. Los genes cuya 
expresión cambia en respuesta a los tratamientos farmacológicos en magnitud mayor o igual a 2, 
fueron  clasificados  con  la  herramienta  bioinformática DAVID  6.7,  que  identifica  las  funciones 
biológicas  en  las  que  participan  grupos  de  genes.  En  azul  se  presentan  aquellas  funciones 







representadas  por  numerosos  genes  de  forma  general  (Fig.  10A).  En  la  línea  3FLAG‐LXRβ  la 
categoría propia más numerosa  cuenta  con 12  genes, es el  caso de  la  respuesta  inflamatoria 






tres genes: Orm‐3  (o alfa‐1‐glicoproteína ácida‐3), perteneciente a  la  familia de  las  lipocalinas, 
así  como  los  genes  Lbp  e  Il‐1α,  que  también  comparten  junto  con  Orm‐3  la  categoría  de 
“Glicoproteína”. Así como el gen Il‐1α tiene una expresión común con  la  línea 3FLAG‐LXRα y se 
engloba  dentro  de  las  funciones  “Glicoproteína  /  linaje  hematopoyético  /  regulación  de 
proliferación  celular  /  interacción  citoquina‐receptor”,  los  otros  dos  genes  Orm‐3  y  Lbp  son 
regulados exclusivamente por la línea 3FLAG‐LXRβ. Representan un grupo interesante de genes 



































cambio  en  su  expresión  definida  como  relevante  (mayor  o  igual  a  2)  en  presencia  del  agonista 
(GW3965), relativizado a la expresión con el antagonista de LXR (GW233), en las líneas inmortalizadas 









R‐Studio  para  identificar  los  genes  comunes  a  ambas  líneas.  El  resultado  fueron  9  genes  diana 

























Figura  11.  Número  de  genes  de  expresión  común  y  diferencial  en  las  líneas 
inmortalizadas de macrófago 3FLAG‐LXRα y 3FLAG‐LXRβ. Los genes con magnitud de cambio en 
su expresión mayor o  igual a 2 en presencia del agonista  (GW3965) relativizado a  la expresión 
con  el  antagonista  de  LXR  (GW233)  en  las  líneas  celulares  3FLAG‐LXRα  y  3FLAG‐LXRβ  fueron 




























más  exhaustivo  de  los  datos  obtenidos  por microarrays.  Este  novedoso  programa  ha  surgido 




ser  comunes  a  ambas  líneas,  como  la  activación de  la  ruta  LXR/RXR  y  TR/RXR, biosíntesis de 
ácidos  grasos  y  palmitato  (oleate  biosynthesis,  palmitate  biosynthesis)  y  la  participación  en 
cascadas  de  señalización  en  el  contexto  de  enfermedades  como  la  aterosclerosis  o  la  artritis 
reumatoide.  
 
Sin  embargo,  también  se  han  identificado  algunas  funciones  propias  de  cada  una  de  las 
líneas  celulares:  en  la  línea  3FLAG‐LXRα  se  destacan  la  hematopoyesis  a  partir  de  células 
pluripotentes  y multipotentes  (categorías  en  las  que  intervienen  CSF1,  así  como  Il‐1α  en  el 
primer  caso),  la  intervención  en  la  síntesis  de  ácidos  grasos  (biotin‐carboxyl  carrier  protein 


































Figura  12.  Vías  de  señalización  celular  en  las  que  intervienen  los  genes  expresados 













con  la  línea 3FLAG‐LXRα se  incluyen principalmente una variedad de  rutas  relacionadas con el 
funcionamiento  del  sistema  inmunitario,  como  la  señalización  en  la  enfermedad  de  injerto 
contra huésped, comunicación entre la inmunidad innata y adaptativa (en la que se encuentran 
los  genes  Il‐1α  y  el  receptor  del  complejo mayor  de  histocompatibilidad  de  tipo  I,  HLA‐A), 
señalización por IL‐10, IL‐12, IL‐6 y TLR, funciones de adhesión y diapédesis de granulocitos y la 
respuesta  de  fase  aguda,  ya  identificada  previamente  por  el  programa DAVID  6.7,  en  la  que 
figuran Lbp, Il‐1α y Orm‐3. 
Se profundizó más en  la naturaleza de  las  interacciones existentes entre  las proteínas 
Orm  con  otras  proteínas, moléculas  y  compuestos  (tanto  naturales  como  sintéticos),  con  la 





de  la  familia Orm  (Orm‐1, Orm‐2  y Orm‐3)  con diversas moléculas, proteínas  y  compuestos 
sintéticos.  Las  interacciones  previamente  caracterizadas  entre  las  proteínas  de  la  familia 
orosomucoide  (o  alfa‐1‐glicoproteínas  ácidas)  con  otras  moléculas  o  compuestos  fueron 







Del análisis de  la expresión de  la  línea 3FLAG‐LXRα con respecto a  la  línea LXR DKO (grupo 
de análisis 4) se  identificaron 1.114 genes con una magnitud de cambio  igual o superior a 2,  lo 
que  ofrecía  una  clasificación  con  DAVID  6.7  de más  de  260  categoría  funcionales.  Ante  ese 
volumen inmanejable de datos obtenidos fue necesario sintetizar la lista de genes de una forma 
lógica  sin  sesgar  la  composición  génica  en  esencia  innecesariamente.  Para  ello  examinamos 




más  fuertemente  expresados  con magnitud  entre  5  y  84,2  que  correspondían  a  182  genes 
(16,3% del total), un número que no difería mucho de  los analizados a continuación en  la  línea 
3FLAG‐LXRβ (grupo de análisis 5).  
Las  funciones en  las que destaca  la  línea 3FLAG‐LXRα sobre  la  línea de genotipo LXR DKO 
son variadas e  incluyen casi  todas  las categorías previamente  identificadas en el análisis de  la 
línea  frente  a  los  tratamientos  farmacológicos.  A  ellas  se  suman  entre  otras  funciones: 
implicación en el metabolismo lipídico, transcripción, transporte de iones, respuesta inmunitaria, 
apoptosis, hemostasis, quimiotaxis, defensa antivírica, división  celular  y  señalización en  varias 








análisis  5),  estableciendo  como  punto  de  corte  una magnitud  de  expresión  de  2,  incluía  123 
genes con expresión máxima de 24,7 frente a LXR DKO. Las funciones biológicas en las que están 
implicados  los  genes  (25  categorías  encontradas  con  DAVID  6.7)  comprenden  casi  todas  las 
categorías resultantes del análisis con los tratamientos farmacológicos y también coinciden con 
11 categorías halladas en la línea 3FLAG‐LXRα frente a LXR DKO (Fig. 14A y B, en negrita). Entre 
estas 11  funciones comunes  se encuentran:  relacionadas con  la actividad de enzimas quinasa, 
unión al ADN a través del dominio de cremallera de leucinas, así como la transcripción, unión a 
membrana,  funciones  asociadas  a  la  fracción  de  membrana  exterior  (glicoproteína), 













Comunes a ambas  líneas  frente a LXR DKO  figuran  sólo 11 genes, con  funciones variadas 
entre  las que se destacan  la respuesta antivírica  (Ifi27l2a,  Ifi44,  Isg15), el metabolismo  lipídico 
(Scd1,  Srebf1, Mylip,  Sesn2),  participación  en  diversas  cascadas  de  señalización  celular  como 
NfB  (Tifab)  y  otras  (Vegfa,  Pdgfra,  Sema4a,  Scimp,  Pros1,  Klk8),  funcionalidad  de  células  T 
(Ripk3, Treml2), GTPasas (Gtpbp3, Adssl1, Rab27a), transportadores de solutos (Slc7a7) y otros 
miembros  de  los  que  no  se  conoce  la  función,  pero  se  sabe  que  están  integrados  en  la 
membrana (B430306N03Rik, C130050O18Rik, Them6).  
 
Encontramos  14  genes  de  expresión  común  en  la  línea  3FLAG‐LXRα,  en  respuesta  al 
tratamiento con GW3965 y GW233, que también se expresan de forma destacable respecto a la 
línea  LXR DKO, estableciendo para  ambos  análisis un punto de  corte mayor o  igual  a 2  en  la 
magnitud de expresión génica. Aparte de los conocidos genes diana de LXR (Mylip, Scd1 y Srebf1, 
Lpcat3,  enzima  implicada  en  el  remodelamiento de  fosfolípidos)  se  encuentran  también  Scd3 
que pertenece a la misma familia de enzimas que Scd1 y Scd2, los receptores olfatorios Olfr763 y 
Olfr706, el transportador transmembrana Slc6a21 (miembro de la familia de transportadores de 
solutos),  Slfn5  relacionado  con  el  control  del  crecimiento  celular  en  carcinoma  de  riñón,  la 
tirosina quinasa Fgr de la familia Src, el gen implicado en el desarrollo de los ovarios, Ccdc182, el 
antígeno menor  de  histocompatibilidad  H28  (también  llamado  Ifi44l),  el  gen  que  codifica  la 
proteína  con dedos de  zinc  Zfp608  y  Trav6‐3,  la  variante 3 de  la  cadena  alfa del  receptor de 
antígeno de células T. 
 
En  la  misma  comparación  considerando  la  expresión  en  la  línea  3FLAG‐LXRβ  bajo  los 
tratamientos o la línea carente de expresión de receptores LXR encontramos 16 genes, entre los 
que  se encuentran 9  genes diana  conocidos de  LXR  (Abcg1, Acsl3, Arl4c, Apoc2, Apoe, Mylip, 
Fasn,  Scd1,  Srebf1),  los  genes encontrados  anteriormente  regulados exclusivamente por  LXRβ 
(Lbp y Orm‐3), el gen regulado también por la línea 3FLAG‐LXRα, Il‐1α; Treml2 relacionado con la 
activación de las células T, Mfsd2a relacionado con el transporte lipídico, Eepd1 (miembro de la 






























Se analizaron  los genes cuya expresión predominaba en  la  línea 3FLAG‐LXRβ sobre  la  línea 
3FLAG‐LXRα (grupo de análisis 6) y viceversa (grupo de análisis 7). En el caso de la línea 3FLAG‐















en el análisis de expresión de  la  línea 3FLAG‐LXRα con  respecto a  la  línea LXR DKO  (grupo de 




























Figura  15.  Funciones  biológicas  en  las  que  participan  los  genes  expresados 
destacadamente en  la  línea celular 3FLAG‐LXRα con referencia a 3FLAG‐LXRβ y viceversa. Los 
genes con una magnitud de cambio en su expresión mayor o igual a 10 en la línea celular 3FLAG‐
LXRα  (95  genes)  con  referencia  a  la  expresión detectada  en  3FLAG‐LXRβ  (A)  y  viceversa  (132 












Figura  16.  Vías  de  señalización  celular  en  las  que  intervienen  los  genes  expresados 
destacadamente  en  la  línea  3FLAG‐LXRα  con  referencia  a  la  línea  3FLAG‐LXRβ  y  viceversa, 
según el análisis de Ingenuity Pathway Analysis®. Los genes cuya expresión cambia en magnitud 
mayor o  igual a 10 en presencia del agonista  (GW3965) en  la  línea3FLAG‐LXRα  (95 genes) con 





en  la  línea 3FLAG‐LXRβ  frente a  la  línea 3FLAG‐LXRα  (grupo de análisis 6)  con el programa R‐
Studio.  Tomamos  la  totalidad  de  los  genes  de  los  análisis  (123  y  2.237  respectivamente)  y 
encontramos  67  genes  comunes  a  ambos  análisis,  lo  que  supone  un  54,5%  de  los  genes  del 















representa  de  forma  simplificada  el  número  de  genes  comunes  (negrita)  a  cada  uno  de  los 

















LXRβ  se  realizó  una  optimización  experimental  de  la  técnica  de  inmunoprecipitación  de 
cromatina.  Inicialmente  se  optó  por  aplicar  la  técnica  en  dos  tipos  de  células  fibroblásticas 
embrionarias de ratón  (MEFs): carentes de expresión de proteínas LXR  (LXR DKO) o que por el 





adecuarlo  al  tamaño  de  la  fragmentación  y  que  sea  posible  la  secuenciación  posterior,  la 
posibilidad de  congelación de  la  cromatina de partida en  los primeros pasos del protocolo,  la 
correcta purificación  y  visualización del ADN  fragmentado,  el número de  células máximo que 
puede procesarse en cada paso, el  funcionamiento y capacidad de  resolución que ofrecen  los 
distintos  anticuerpos  específicos  y  el  análisis  de  los  datos  con  la  elección  de  los  controles 
adecuados. 
3.1. Optimización de la sonicación de la cromatina. 
Inicialmente  realizamos diversas pruebas  centradas en  conseguir un  control  sólido de  las 
condiciones de sonicación, variando el número de células de partida, purificando  la cromatina 
por métodos  tradicionales o con kits comerciales y visualizando el ADN  fragmentado en geles 





aparentemente tiene dificultad para migrar a  lo  largo del gel y permanece en  la parte superior 
del mismo y otra parte ha avanzado a la altura de los fragmentos más pequeños, en torno a 200 




















inicia  la  técnica  supuso  un  punto  de  inflexión  importante  en  los  experimentos  de 
inmunoprecipitación de  cromatina. Al producir una  fijación adicional más  robusta a  la que  se 
consigue con  formaldehído  las proteínas quedan más  fuertemente adheridas unas a otras y al 







inespecífica del anticuerpo. La amplificación por PCR a  tiempo  real de  las  regiones genómicas 
con  cebadores específicos donde  se han  investigado  las uniones de  la proteína  LXR por otros 



























posibilidad  de  establecer  un  punto  de  interrupción  conveniente  durante  el  cual  se  pueda 
preservar  la muestra  sin alteración alguna. Ensayamos  la posibilidad de  congelar  la  cromatina 
extraída  a  ‐80ºC,  previa  a  la  sonicación  y  verificamos  la  calidad  del  material  sonicado 
posteriormente  en  gel  de  agarosa  y  el  rendimiento  ante  una  inmunoprecipitación  con 
anticuerpos  de  control  y  específicos.  La  cromatina  purificada  e  inmediatamente  sonicada 
presentaba  un  patrón  de  sonicación  similar  con  independencia  del  tiempo  de  sonicación,  a 
diferencia  de  la  cromatina  congelada  durante  30  minutos  y  sonicada  durante  los  mismos 
tiempos que  la primera (Fig. 21). Por ello, establecimos como un paso obligado en el protocolo 




















Nuestro  siguiente  objetivo  consistió  en  alcanzar  un  control  de  la  técnica  de  forma  que 
lográramos  inmunoprecipitar  proteínas  endógenas  de  la  célula  sin  necesidad  de  inducir  su 
expresión en condiciones suprafisiológicas. Empleamos sobre  las células MEFs LXR DKO y MEFs 
que expresan LXRα dos anticuerpos específicos: uno dirigido contra ambos receptores LXR y otro 
contra  la proteína  con  la que  LXR  forma heterodímeros, RXRα.  La amplificación posterior por 
qPCR  de  los  fragmentos  derivados  de  la  unión  del  anticuerpo  contra  LXR  produjo 
aproximadamente  el  doble  de  enriquecimiento  que  con  el  anticuerpo  de  RXRα  en  todos  los 













Figura  22.  Inmunoprecipitación  de  la  proteína  endógena  RXRα  en  células MEFs.  La 
cromatina  extraída  de  células  MEFs  fue  doblemente  fijada,  sonicada  y  sometida  a 
inmunoprecipitación con los anticuerpos frente a LXRα/β o RXRα. La amplificación por qPCR con 
los cebadores para la región específica próxima al gen Scd1 revela la unión de la proteína RXRα 
unida  a  esa  secuencia  de  ADN  en  el  genotipo  LXR  DKO  (A)  lo  cual  fue  contrastado  con  los 




(inmunoprecipitación)  de  LXR  en WT”  es  de  400  y  las  demás  es  de  200.  En  (A)  se muestran 









Con  el objetivo de  trasladar  el protocolo de ChIP  a  células primarias  realizamos pruebas 
sobre cromatina extraída de macrófagos peritoneales LXR WT. Como ya hicimos al aplicar esta 
técnica  a  tipos  celulares  nuevos,  realizamos  inicialmente  sonicaciones  a  diferentes  tiempos 
aumentando de 5 en 5 minutos la duración, en este caso entre 35 y 85 minutos. Aumentamos el 
número  de  células  que  se  someterían  al  paso  de  la  sonicación  y  establecimos  12,5  x  106  de 
células  como  unidad  de  sonicación.  También  establecimos  0,6μg  de  ADN  como  la  cantidad 






Figura  23.  Optimización  del  tiempo  de  sonicación  de  cromatina  obtenida  de 
macrófagos  peritoneales.  La  cromatina  obtenida  de  12,5  x  106  de  células  por  condición  fue 






proteínas  LXR  en  macrófagos  peritoneales,  tomando  como  control  negativo  macrófagos  de 
ratones LXR DKO  (Fig. 24) y después con el anticuerpo monoclonal dirigido únicamente contra 
LXRα (Abcam) y tomando como control la unión de inmunoglobulina de tipo G obtenida de suero 
preinmune  de  ratón  (Fig.  25).  En  ambos  casos  pudimos  comprobar  que  se  producía  un 





Figura 24.  Inmunoprecipitación de  cromatina de  los  receptores nucleares endógenos 




carente  de  unión  de  la  proteína  LXR.  Se  muestran  los  valores  medios  de  al  menos  2 
experimentos de ChIP  independientes y en cada barra el error estándar  (SEM). La significancia 
estadística es *p<0,05 y **p<0,01 con respecto a la región distal. 
Figura  25.  Inmunoprecipitación  de  cromatina  con  el  anticuerpo  específico  dirigido 
contra  el  receptor  nuclear  LXRα  en  macrófagos  peritoneales.  La  cromatina  obtenida  de 
macrófagos  primarios  peritoneales  LXR WT  tratados  con GW3965  1μM  durante  24  horas  fue 
inmunoprecipitada  con  un  anticuerpo  específico  monoclonal  contra  LXRα  (Abcam).  Como 







Con el objetivo de verificar  la sensibilidad y eficiencia de  los anticuerpos empleados en  los 
experimentos, así como la fiabilidad del control elegido carente del receptor LXRα, se realizaron 
experimentos de ChIP sobre macrófagos peritoneales de dos genotipos: LXR WT y LXRα KO con 
los  dos  tipos  de  anticuerpos: monoclonal,  dirigido  contra  LXRα  y  policlonal,  dirigido  contra 














Figura  26.  Inmunoprecipitación  de  los  receptores  nucleares  LXRα/β  endógenos  en 
macrófagos primarios peritoneales LXR WT y LXRα KO. La cromatina obtenida de macrófagos 
peritoneales  LXR WT y  LXRα KO  tratados  con GW3965 1μM durante 24 horas  fue  sometida a 
inmunoprecipitación  con  dos  tipos  de  anticuerpos  contra  LXR:  uno monoclonal  contra  LXRα 
(Abcam)  y otro policlonal  contra  ambas proteínas  LXR.  Los  resultados de  la  amplificación por 
qPCR  fueron  relativizados a  los valores de amplificación obtenidos en el genotipo LXRα KO en 
presencia  del  anticuerpo  monoclonal.  Se  muestran  los  valores  medios  de  al  menos  2 
experimentos de ChIP  independientes y en cada barra el error estándar  (SEM). La significancia 









3.6.   Aplicación de  la técnica de  inmunoprecipitación de cromatina a 
las líneas inmortalizadas de macrófago generadas: 3FLAG‐LXRα y 
3FLAG‐LXRβ. Rendimiento del anticuerpo específico anti‐FLAG. 
Una  vez  obtenidas  las  líneas  celulares  inmortalizadas  que  expresan  cada  uno  de  los 
receptores LXR alternativamente unidos al péptido FLAG realizamos experimentos de ChIP con 
un  anticuerpo  monoclonal  específico  dirigido  contra  este  péptido.  La  utilización  de  este 
anticuerpo  supone  una  ventaja  al  estar  generado  contra  un  péptido  artificial  inexistente  de 
forma natural en  la célula, por  lo que se consigue reducir al máximo  las uniones  inespecíficas y 
permitiría obtener enriquecimientos de magnitud mayor que en  las células primarias. También 
se evitan posibles sesgos en los resultados, debido a que la afinidad en la cromatina proveniente 
de  las  líneas  celulares es  la misma, a pesar de que  se  trata de  la  inmunoprecipitación de dos 
receptores distintos. Se probó  la  técnica de ChIP en ambas  líneas  tratadas  con el agonista de 
LXR,  GW3965,  y  como  control  se  eligió  la  inmunoglobulina  sérica  de  ratón  de  tipo  G.  El 






Figura  27.  Inmunoprecipitación  de  los  receptores  LXRα  y  LXRβ  en  las  líneas  de 
macrófago  3FLAG‐LXRα  y  3FLAG‐LXRβ.  Los  receptores  LXR  expresados  en  las  líneas  celulares 
inmortalizadas,  tratadas  previamente  con  el  ligando  sintético  de  LXR  durante  24  horas,  se 
inmunoprecipitaron con el anticuerpo dirigido contra el polipéptido FLAG en la línea 3FLAG‐LXRα 






3.7. Comprobación  de  la  unión  de  LXR  a  los  genes  diana  en 
  condiciones  de  tratamiento  con  el  agonista  y  antagonista 
  sintéticos de LXR: GW3965 y GW233. 
 
Los  receptores  LXR  se  encuentran unidos  en  el  genoma  a  los  sitios de  regulación de  los 
genes que controlan hasta que unen el ligando y se activa su actividad transcripcional. Decidimos 
analizar  si  la  capacidad  de  unión  intrínseca  de  los  receptores  se  ve  alterada  o  no  por  el 
tratamiento  con  el  antagonista  sintético  de  LXR,  GW233  de  en  ambas  líneas  inmortalizadas. 
Como control se ensayó la unión de los receptores bajo el tratamiento con el agonista GW3965 y 
se  relativizó a  la unión en una  región distal,  como  control de una  región donde no  se espera 
encontrar  unión  de  las  proteínas  LXR.  El  ADN  purificado  de  la  inmunoprecipitación  con  el 





que  controla  transcripcionalmente.  Se  comprueba  con  estos  experimentos  que 
independientemente  del  bloqueo  de  la  actividad  transcripcional  de  LXR  con  el  antagonista 































capacidad  de  unión  del  receptor  LXR  a  la  secuencia  consenso  que  reconoce.  Las  líneas 
generadas de expresión 3FLAG‐LXRα (A) y 3FLAG‐LXRβ (B) fueron tratadas con el agonista de LXR 
GW3965  o  el  antagonista  GW233,  ambos  1μM,  durante  24  horas  antes  de  realizar  la 
inmunoprecipitación  con  el  anticuerpo  dirigido  contra  la  cola  polipeptídica  FLAG  de  los 
receptores LXR. La amplificación por qPCR de los fragmentos inmunoprecipitados con cebadores 







nuclear  LXR en  las  líneas  inmortalizadas de macrófago 3FLAG‐LXRα  y
3FLAG‐LXRβ mediante ChIP.
El  siguiente  paso  fue  trasladar  la  técnica  de  ChIP  a  nivel  del  genoma  entero  con  la 
secuenciación  completa  de  los  fragmentos  inmunoprecipitados.  Se  realizaron  al  menos  3 
experimentos de ChIP  independientes con el anticuerpo específico FLAG en  las  líneas LXR DKO, 
3FLAG‐LXRα y 3FLAG‐LXRβ, en  los cuales se sonicaron e  inmunoprecipitaron al menos 2  tubos 
por condición a un mismo tiempo y se combinó el material genético purificado. La decisión de 










respecto a regiones genómicas no relacionadas con  la unión de  los receptores LXR  (Fig. 29G) y 
con respecto al genoma de la línea LXR DKO, cuya representación en paralelo sirvió de control de 






























Figura  29.  Localización  de  la  unión  de  los  receptores  nucleares  LXRα,  LXRβ  y  de  la 
modificación de  acetilación  en  la  lisina 27 de  la histona H3  en  los  sitios  reguladores de  los 
genes  diana  de  LXR  más  representativos.  Capturas  de  pantalla  del  genoma  murino 
representado  con  la herramienta de visualización Genome Browser a partir de  la  información 
obtenida por ChIP‐seq. Se  representa  la unión de  los  receptores nucleares  LXRα y  LXRβ en  la 
cercanía de  los  genes diana que  regulan: Abca1  (A), Abcg1  (B),  Fasn  (C),  Scd1  (D),  Scd2  (E)  y 
Srebf1  (F).  La  región  genómica  de  aproximadamente  1Mb  de  extensión  carente  de  unión 
conocida  de  los  receptores  LXR,  donde  se  diseñaron  los  cebadores  de  control  de  unión 
inespecífica,  también  se  muestra  (G).  Se  observan  cambios  significativos  en  la  marca  de 
acetilación de  la  lisina 27 a ambos  lados de  la posición de unión de  los receptores LXR bajo  los 





5. Análisis de  la  acetilación  en  la  lisina 27 de  la histona H3, una marca
genética asociada con la expresión génica en respuesta a la modulación
de la actividad de LXR.
La  identificación de  la unión de  factores de  transcripción en  las proximidades del sitio de 
inicio de  transcripción de un  gen no  implica necesariamente que  la  transcripción  esté  siendo 
activa  en  ese momento.  Sin  embargo,  existen modificaciones  que  se  producen  en  las  colas 
polipeptídicas de las histonas que modulan el estado de compactación de la cromatina y por ello 
están  relacionadas  con  la  accesibilidad  del  ADN  a  factores  implicados  en  la  transcripción.  La 




detección  de  cambios  en  esta  marca  a  nivel  cualitativo  y  cuantitativo  complementará  la 
información  obtenida  del  estudio  de  cistroma  de  LXR.  La  identificación  de  patrones  de 
localización de esta modificación  y  sus  cambios en  respuesta  a  los  tratamientos en  los  genes 
diana conocidos servirá de modelo para la búsqueda de nuevos genes diana regulados por LXR. 
Se llevó a cabo la inmunoprecipitación de la histona H3 acetilada en la lisina 27, en las líneas 





asemeja  al  enriquecimiento  en  la  unión  detectado  en  presencia  del  antagonista.  Con  este 





















junto  a  la posición  en  el  genoma de  la unión de  los  receptores  LXR  en  cada  línea. De  forma 
característica esta marca  se dispone a modo de  crestas, más o menos extensas en  longitud y 






Il‐1α,  Lbp y Orm‐3. Se  identificó en  todos ellos una unión  superior del  receptor  LXRβ unido a 



















acetilación asociadas a  la  línea 3FLAG‐LXRβ. Capturas de pantalla de  la  representación del genoma 
murino con  la herramienta de visualización Genome Browser, en  las que se muestran  los tres genes 
que se identificaron inicialmente por experimentos de microarrays regulados exclusivamente por LXRβ: 
Lbp (proteína de unión de lipopolisacárido) (A), Il‐1α (interleuquina‐1α) (B) y Orm‐3 (C), que se muestra 



























Se examinó  también  la expresión e  inducibilidad de  los genes  Il‐1α y Lbp en  las  líneas de 
macrófago inmortalizado generadas: LXR DKO, 3FLAG‐LXRα y 3FLAG‐LXRβ (Fig. 32C) en presencia 
del agonista y antagonista sintéticos de LXR. Pudo comprobarse que efectivamente la expresión 
de  estos  genes  aumenta  en  respuesta  al  tratamiento  con  el  agonista  de  LXR  y  disminuye  en 







Figura  32.  Expresión  de  Il‐1α,  Lbp  y  Orm‐3  en  macrófagos  primarios  y  clones 
inmortalizados. La regulación de la expresión de los genes Il‐1α y Abca1 fue examinada por qPCR 
en macrófagos LXR WT diferenciados de médula ósea con las citoquinas M‐CSF, GM‐CSF (A) tras 
el  tratamiento  con  el  agonista  de  LXR  o  en  combinación  con  el  agonista  de  RXR.  En  (B)  se 
muestra la expresión de Il‐1α y Orm‐3 en macrófagos peritoneales LXR WT y en (C) se representa 
el cambio en la expresión de Il‐1α y Lbp en presencia del agonista y el antagonista de LXR en las 






la  expresión  de  cada  uno  de  los  receptores  LXR  en macrófagos  primarios murinos,  tanto  de 
origen peritoneal como diferenciadas de médula ósea con las citoquinas M‐CSF y GM‐CSF. Se ha 




podría ofrecernos una posible explicación a  las diferencias observadas en  la  regulación de  los 
genes Il‐1α y Orm‐3 en macrófagos primarios. 
 
 Detectamos  por western  blot  la  expresión  de  LXRα  y  de  ambos  receptores  LXR  con  un 
anticuerpo  policlonal,  previamente  descritos  en  la  presente  Tesis  Doctoral.  Como  puede 
observarse  en  la  figura  33A,  la  expresión  de  LXRα  es  ligeramente más  elevada  en  células  de 
médula  ósea  diferenciadas  con  la  citoquina  M‐CSF,  pero  no  se  aprecia  ninguna  diferencia 







médula  ósea  con  las  citoquinas M‐CSF  y GM‐CSF  (Fig.  33B).  En  este  caso,  se  observa  que  el 
macrófago peritoneal presenta una cantidad muy superior de LXRα comparado con la expresión 
de  las  células derivadas de médula ósea.  Incluso,  la detección de  LXRα  llevada  a  cabo  con el 
anticuerpo  monoclonal  específico,  reveló  que  también  existen  diferencias  apreciables  en  la 
expresión  de  LXRα  entre  los  dos  tipos  celulares  originados  de  la médula  ósea  (Fig.  33A).  Las 
células  diferenciadas  con  la  citoquina  M‐CSF  presentan  una  cantidad  de  proteína  LXRα 
sensiblemente mayor que las células diferenciadas con la citoquina GM‐CSF. 
 
Sin embargo,  la expresión de  LXRβ es  comparable entre  todos estos  tipos de macrófago. 
Asimismo, el aumento en  la expresión de  los genes diana de LXR se produce con una dinámica 
similar  en  todos  los  tipos  de macrófago  ante  los  tratamientos  con  el  agonista  de  LXR  y  en 
combinación con el antagonista de RXR. 
 
Verificamos  por  qPCR  la  expresión  de  los  receptores  LXRα  y  LXRβ  en  macrófagos 
peritoneales  y  células  diferenciadas  de médula  ósea  con  las  citoquinas M‐CSF  y GM‐CSF,  en 
presencia del agonista de LXR (Fig. 34). En cuanto a  los niveles de expresión del receptor LXRα, 
los macrófagos  peritoneales  presentan  claramente  unos  niveles muy  superiores  al  resto  de 
macrófagos  analizados,  pero  las  células  diferenciadas  con  la  citoquina  M‐CSF  exhiben 
aproximadamente  el  doble  de  expresión  que  las  células  diferenciadas  con  GM‐CSF.  Este 
resultado coincide con lo observado previamente por western blot, tanto con la incubación con 
el  anticuerpo monoclonal  (ver  fig.  33A)  como  con  el  anticuerpo  policlonal  (ver  fig.  33B).  La 






































CSF,  relativizada  a  los  niveles  de  expresión  en  macrófagos  peritoneales.  Se  muestra  un 



















7. Aplicación de  la tecnología CRISPR para  la deleción de sitios de unión de 
LXR en genes diana. 
 
La tecnología CRISPR ha surgido en  los últimos años como  la herramienta más  importante 





Haciendo uso de esta  característica de esta  tecnología utilizamos  la herramienta CRISPR para 






















































motivo  de  unión  de  LXR  (subrayado  en  púrpura)  y  su  posicionamiento  en  el  gen  Mylip  se 
muestra  recuadrada.  Esta  secuencia  se  empleó para  el diseño de  los ARN  guía  con  la que  se 
dirigió  la maquinaria molecular  de  corte  para  delecionar  la  secuencia  consenso  LXRE  con  la 






Para  ello  elegimos  una  secuencia  de  505  pares  de  bases  que  cubrían  holgadamente  la 
región de unión de la proteína LXR, obtenida a partir de nuestros resultados de ChIP‐seq, sobre 







obtuvimos una eficiencia de  transfección baja, del orden del 1%  (Fig. 37). Sin embargo,  tras  la 
disgregación a células aisladas se  lograron cultivar algunos clones derivados de una sola célula 











(GFP).  Se muestran  los  porcentajes  de  células  de  cada  población  de  interés  delimitada  en  el 








cebadores específicos de unión  alejada  y  flanqueando  la  región diana para  la deleción  con  la 
herramienta CRISPR  (Fig. 38). Se produjeron dos bandas de amplificación en el gel de distinta 
longitud, producto de  la desigual acción de  la maquinaria de  reparación  celular  sobre  los dos 
alelos expuestos al corte. Una banda de ADN más ligera cuenta con aproximadamente 400 pares 
de bases tras  la amplificación y  la otra aproximadamente 200 pares de bases,  las cuales tras  la 
secuenciación del ADN extraído del gel correspondieron con unas deleciones de 108 y 281 pares 









motivo  de  unión  de  LXR  en  el  gen Mylip.  Electroforesis  en  gel  de  agarosa  al  2,5%  con  los 
productos de amplificación del ADN genómico de distintos clones aislados. Las bandas a la altura 
de aproximadamente 500 pares de bases  representan  las  secuencias del gen Mylip  intacta,  se 





























CRISPR  y  la  localización  en  el  genoma  de  la  extensión  de  las  deleciones  obtenidas,  resulta 
imprescindible  la  comprobación  funcional  y  transcripcional  de  los  genes  afectados  por  la 






con  los  ligandos,  aumentando  progresivamente  hasta  un  máximo  relativizado  de  120. 
Examinando otra diana específica de  LXR,  como es Srebf1  se  comprueba que  su expresión no 
está  comprometida  en  las  células  sometidas  a  deleción  con  CRISPR  y  correlaciona  con  la 
presencia de los agonistas, aumentando hasta 20 veces y hasta más de 40 veces con respecto a 







de  colesterol  LDL  (LDLR),  su  diana  celular  descrita  por  Zelcer  y  colaboradores  (Zelcer  et  al.,  2009) 
detectado por western blot en las células RAW 264.7, RAW 264.7 que expresan LXRα murino y RAW 
264.7 portando la deleción CRISPR, en presencia de GW233, DMSO, GW3965 y GW3965 con LG268. Se 











Figura  41.  La  deleción  del motivo  de  unión  de  LXR  en  el  gen Mylip  inactiva  el  control 
transcripcional de LXR sobre este gen. Regulación de  los genes Mylip  (A) y Srebf1  (B) en  las células 
RAW264.7  (gris), RAW 264.7 que expresan LXRα murino  (blanco) y RAW 264.7  tras  la deleción con 
CRISPR del motivo consenso de unión de LXR (negro), tras el tratamiento con el agonista sintético de 










en  condiciones de  activación de  LXR  con  su  agonista  sintético  (GW3965) o  en  combinación  con  el 
agonista de RXR (LG268) fue examinada por western blot. Los extractos proteicos fueron obtenidos de 
células RAW 264.7, RAW 264.7 que expresan LXRα murino y RAW 264.7 tras la deleción con CRISPR del 













Genome  Browser,  observamos  que  en  la  región  enhancer  del  gen  Aim  existe  una  unión 
diferencial de las proteínas LXR, que es más acusada en la secuencia más alejada con respecto al 
gen, a 24Kb de distancia del inicio de la transcripción de Aim. Se trata de la única localización en 









Figura 43. Posición de  la  región potenciadora de  la  transcripción o enhancer del gen 
Aim (Cd5l). Representación de la región genómica del gen Aim, realizada con la herramienta de 
visualización Genome Browser, donde se muestra  la posición del enhancer con  la unión de  los 
receptores nucleares LXR, así como las maracas de acetilación en la lisina 27, predominantes en 





El diseño de ARN  guías para  la deleción de esta  región genómica, al  igual que  se  realizó 
sobre el gen Mylip, se hizo en base a una secuencia de 898 pares de bases, que se extendían 
incluyendo  la  región  con  unión  detectable  de  LXRα  por  ChIP‐seq  (Fig.  44).  Se  identificó  la 

















Figura  44.  Esquema  de  las  posiciones  relativas  de  las  secuencias más  relevantes  para  la 
deleción  con  CRISPR  del  enhancer  regulador  de  la  expresión  de  Aim.  Posiciones  en  la  región 
potenciadora de la transcripción o enhancer de Aim de la secuencia consenso de unión de LXR (LXRE, 















Diseñamos  3  tipos  de  oligonucleótidos  biotinilados  conteniendo  la  secuencia  verificada, 
basada en nuestros datos genómicos de ChIP‐seq, de los sitios de unión de LXR en la cercanía de 
dos genes diana: Abca1 y Aim, así como un tercer oligonucleótido de control con una secuencia 








y  también a  la  secuencia potencialmente exclusiva de unión de LXRα dentro del enhancer del 
gen Aim, localizada en el mismo peso correspondiente a la unión de la proteína LXRα en el gen 
Abca1  (Fig.  45).  En  cambio,  como  era  esperable,  no  se  producía  unión  del  receptor  al 
oligonucleótido del enhancer de Aim de secuencia alterada.  
 
Actualmente  nos  encontramos  en  proceso  de  llevar  a  cabo  repeticiones  de  este 








del  gen Aim. Western  blot  de  oligonucleótidos  biotinilados  conteniendo  la  secuencia  consenso  de 
unión de LXR  localizada en los genes Abca1 y el enhancer de Aim o alternativamente, esta secuencia 












y  el  antagonista  GW233  en  la  línea  celular  3FLAG‐LXRα.  Los  63  genes  identificados  por 
microarrays que experimentan una magnitud de cambio en  su expresión con  los  tratamientos 










































Tabla  III.  Genes  expresados  en  la  línea  celular  3FLAG‐LXRα  de  forma  destacada  en 




















Tabla  IV.  Genes  expresados  en  la  línea  celular  3FLAG‐LXRβ  de  forma  destacada  en 



































Tabla  V.  Genes  expresados  en  la  línea  celular  3FLAG‐LXRβ  de  forma  destacada  en 
referencia  a  la  línea  celular  3FLAG‐LXRα.  Los  132  genes  identificados  por microarrays  que 
experimentan una magnitud de cambio en su expresión mayor o  igual a 10 en  la  línea 3FLAG‐











Tabla  VI.  Genes  expresados  en  la  línea  celular  3FLAG‐LXRα  de  forma  destacada  en 
referencia a la línea celular 3FLAG‐LXRβ. Se muestran los 95 genes identificados por microarrays 















































































































nuestro  grupo  de  investigación  han  demostrado  que  los  receptores  LXR  regulan  diversos  aspectos 
transcripcionales de  la activación de macrófagos. Si bien ambas proteínas LXR se expresan en estas 
células del sistema inmunitario, sus funciones individuales en distintos tipos de macrófago tanto in vivo 
como  in vitro no  se han caracterizado en profundidad. Trabajos anteriores,  tanto de nuestro grupo 
como  de  otros  grupos,  han  determinado  de manera  global  la  actividad  de  LXR,  empleando  como 
modelo células o tejidos derivados de  los ratones LXR doble knockout  (denominados aquí LXR DKO) 






Uno  de  los  grandes  objetivos  del  presente  trabajo  es  abordar  el  estudio  del  control 
transcripcional que presenta cada receptor LXR (LXRα y LXRβ) de forma individualizada. Para ello 
hemos optado por generar un modelo celular que exprese uno u otro  receptor acoplado a un 
polipéptido  “FLAG”  en  un  fondo  genético  deficiente  en  LXR,  para  que  pueda  ser  reconocido 
específicamente por un anticuerpo monoclonal validado. Este abordaje, de manera global, nos 
ayudará  a:  1)  disponer  de  líneas  inmortalizadas  que  expresan  uno  u  otro  LXR  de  manera 
indefinida, disminuyendo al máximo el sacrificio de ratones knockout; 2) disponer de un modelo 
celular que expresa una versión de LXRα o LXRβ acoplada al polipéptido FLAG, que puede ser 
detectado  o  inmunoprecipitado  específicamente  por  un  anticuerpo  validado,  y  por  tanto 
reduciendo  la variabilidad  tan grande observada en  los anticuerpos comerciales contra LXRα o 
LXRβ;  3)  analizar  la  expresión  génica  dependiente  de  LXRα  o  LXRβ  en  un modelo  celular  de 




mediante  el  sistema  retrovirus  J2,  portadores  de  dos  oncogenes  murinos:  v‐myc  y  v‐raf. 
Inicialmente se generó una línea parental (control) carente de ambos receptores LXR, LXR DKO, a 
partir  de  la  cual  se  originarían  las  otras  dos  líneas  celulares.  Empleando  el  sistema  Phoenix, 
células derivadas de  las 293T humanas modificadas para  la  expresión del  gen  adenoviral  E1a 
(Frisch y Mymryk, 2002) y un antígeno T sensible a temperatura, se encapsularon los plásmidos 
de  expresión  de  3FLAG‐LXRα  y  3FLAG‐LXRβ  separadamente,  en  cápsides  retrovirales.  Estos 
retrovirus se utilizaron para reconstituir alternativamente la expresión de los receptores LXR en 
la  línea  inmortalizada generada LXR DKO, obteniéndose así a partir de ella  las otras dos  líneas 
equivalentes  y  con  capacidad  para  expresar  uno  de  los  receptores  LXR.  Este  método  de 
inmortalización, descrito hace años por el  laboratorio de Elisabetta Blasi (Blasi et al., 1987), ha 
demostrado ser un método eficaz y fiable para obtener células de macrófago que se dividen con 








Como  aproximación  transcripcional  global  para  estudiar  la  actividad  de  cada  una  de  las 
proteínas  LXR  por  separado  hemos  empleado  la  técnica  de  análisis  de  expresión  génica  por 
microarrays  sobre  las  tres  líneas  generadas:  3FLAG‐LXRα,  3FLAG‐LXRβ  y  LXR  DKO  control  y 
empleando  un  agonista  y  antagonista  sintéticos  específicos.  Con  esta  estrategia  hemos 
pretendido resaltar los cambios en la expresión de los genes controlados por cada uno de los dos 
LXR, que estarán  sujetos a  los efectos de  los  tratamientos  farmacológicos. Adicionalmente,  la 










Aim  en  la  línea  celular  3FLAG‐LXRα  y  la  comparamos  con  la  expresión  en  las  líneas  celulares 
generadas,  pudiendo  comprobar  que  de  manera  mayoritaria,  la  expresión  de  Aim  está 
controlada  por  LXRα.  Todos  estos  resultados  respaldan  que  la  estrategia  de  comparar  la 



























3.1. Análisis  de  la  actividad  transcripcional  de  LXRα  y  LXRβ  en 
  condiciones activación e inhibición farmacológica.  
 





atribuibles  únicamente  a  LXRα  (Valledor  et  al.,  2004)  (A‐Gonzalez  et  al.,  2013).  Teniendo  en 
cuenta la expresión diferencial de los receptores LXR en distintos tejidos, es posible pensar que 
existan  otras  funciones  diferenciales  llevadas  a  cabo  por  cada  uno  de  los  receptores  LXR 
separadamente.  
 
Con  el  objetivo  de  profundizar  más  en  el  aspecto  diferencial  de  cada  receptor  LXR, 
identificamos y analizamos con el programa bioinformático DAVID 6.7 los genes cuya expresión 
cambia en las líneas celulares, 3FLAG‐LXRα y 3FLAG‐LXRβ, ante los tratamientos farmacológicos, 
de acuerdo  con  la activación o bloqueo de  la actividad de  los  receptores  LXR. Este programa 
ofrece una serie de herramientas bioinformáticas basadas en algoritmos para el análisis de listas 
de genes numerosos, con el fin de identificar las propiedades funcionales y la actividad biológica 
en  las que están  implicados. Detectamos que de todas  las categorías funcionales en  las que se 
encuadran  estos  genes,  la mitad  aproximadamente  son  funciones  biológicas  comunes,  pero 
existen otras específicas de cada línea celular. El análisis con el programa R‐Studio reveló que los 




El  análisis  bioinformático  con  DAVID  6.7  reveló  que  la  expresión  génica  controlada 
preferentemente por el receptor LXRα está relacionado con funciones como la transcripción en 
sentido amplio, el control de  la expresión de genes que codifican proteínas de unión al ADN a 
través de dedos de  zinc,  la  señalización a  través de  receptores acoplados a proteínas G y  sus 
genes diana participan en  la ruta secretora del retículo endoplásmico. También cuenta con una 
función  relacionada  con  la biosíntesis de ácidos  carboxílicos, que  representa  la  categoría más 
numerosa en cuanto a número de genes y que está relacionada con la síntesis de ácidos grasos, 











Adicionalmente,  realizamos  un  análisis  bioinformático  de  las  cascadas  de  señalización 
celulares  en  las  que  están  implicados  los  genes  con  el  software  Ingenuity  Pathway Analysis® 
(IPA). Este análisis ofrece un punto de vista menos descriptivo, a diferencia del programa DAVID 
6.7, y está principalmente diseñado para la clasificación de las moléculas según su implicación en 
cascadas  de  señalización  y  la  identificación  de  las  conexiones  entre  ellas  en  contextos 
homeostáticos  y  patológicos,  de  acuerdo  a  las  publicaciones  científicas  en  las  que  se  basa  el 
programa. De este modo, obtuvimos un análisis complementario y de mayor profundidad, que 
nos ofrece una  visión más  globalizada  sobre  los procesos biológicos  en  la  célula que  pueden 
estar  siendo alterados en  respuesta a  las condiciones experimentales y  su  repercusión a nivel 
sistémico. Pudimos corroborar algunas de las funciones biológicas atribuidas previamente por el 




a  la conclusión de que controla preferentemente  la  transcripción de genes  ligados a procesos 
metabólicos lipídicos, así como el transporte de lípidos y esteroles. Además, hemos identificado 
un  grupo  de  funciones  específicamente  relacionadas  con  este  receptor  con  una  marcada 
influencia en  la  respuesta  inflamatoria y  la producción de citoquinas. Esta novedosa categoría 
funcional cuenta con hasta 12 genes representativos (ver figura 10B, página 107). Pertenecientes 




El  análisis  bioinformático  con  el  software  Ingenuity  Pathway  Analysis®  (IPA)  en  la  línea 
celular  3FLAG‐LXRβ  resaltó  la  participación  del  receptor  en  varias  rutas  de  señalización 
relacionadas  con  la  respuesta  inmunitaria  en macrófagos  (señalización  por  IL‐10,  IL‐12,  IL‐6, 


































(Kirschning et al., 1997). Sin embargo, no  se ha podido encontrar ninguna  implicación de Lbp en  la 









desarrollado en esta Tesis Doctoral, se ha descrito otra  función  sorprendente para  la proteína 
LBP,  junto  con  la  demostración  de  que,  efectivamente,  se  trata  de  un  gen  diana  regulado 
directamente por LXR (Sallam et al., 2014). Curiosamente, la expresión de Lbp está regulada por 
LXR de forma tejido‐específica, ya que responde a la actividad de LXR en macrófagos, pero no en 




productor de Lbp, aunque  frente a un evento de  infección. En macrófagos  se ha comprobado 




estos  resultados no están en consonancia directa con  las  funciones asociadas a  los  receptores 
LXR (antiinflamatorias y antiaterogénicas) (Joseph et al., 2002) (Tangirala et al., 2002) es posible 
que  la expresión de LBP dependiente de LXR en macrófagos pueda  tener otras connotaciones 










de  inmunoprecipitación de  LXR  seguido de  secuenciación. Constituye un  resultado destacable 
porque  no  existen  reseñas  anteriores  sobre  genes  dependientes  exclusivamente  del  receptor 
LXRβ, no siendo así en el caso de LXRα, que tiene enteramente el control transcripcional del gen 
Aim (Cd5l) (Valledor et al., 2004) (Joseph et al., 2004). Resulta interesante que los productos de 
Aim  y  Lbp  cuenten  ambos  con  propiedades  que  favorezcan  la  supervivencia  celular  en  el 
macrófago,  siendo  cada  uno  de  los  genes  regulado  por  un  receptor  LXR  distinto,  por  lo  que 
contribuirían  a  funciones  equivalentes  en  el macrófago,  si  bien  a  través  de  dianas  genéticas 
distintas. Es plausible que aparte de la expresión de Lbp resultante de la estimulación de LXR en 







Los  genes  de  la  familia  Orm  o  genes  de  las  alfa‐1‐glicoproteínas  ácidas,  codifican 
proteínas de fase aguda pertenecientes a la familia de las lipocalinas, cuya expresión es inducida 
en  el hígado por daño  tisular,  inflamación o  infección  en  respuesta  a  los mediadores de  tipo 
glucocorticoide,  Il‐1β,  Il‐6  y TNF‐α. Estudios previos demuestran que  los  receptores de ácidos 
biliares FXR  (receptor X de  farnesoide)  reprimen  la expresión de  los genes Orm basalmente y 




heterodímeros  de  RXR,  si  bien  hasta  ahora  no  existen  estudios  que  demuestren  regulación 
dependiente de LXR. 
Las  funciones  en  las  que  participan  las  alfa‐1‐glicoproteínas  ácidas  no  se  han 
caracterizado  completamente,  pero  se  han  descrito  funciones  inmunomoduladoras  y 
antiinflamatorias  (McCurdy et  al., 2014)  a  través del bloqueo de  la  acción de neutrófilos  y el 
sistema  del  complemento  en  ratas  (Williams  et  al.,  1997)  y  la  inducción  en  células 
mononucleares  de  sangre  periférica  de  la  expresión  del  inhibidor  de  Il‐1β,  el  receptor 
antagonista de la Il‐1 (Il‐1Ra) (Tilg et al., 1993). Estas proteínas contienen un alto porcentaje de 
carbohidratos  (hasta un  45%)  y de  su  composición  y organización dependen  sus propiedades 
inmunomoduladoras  y  su  capacidad de unión.  Se ha demostrado que  las proteínas ORM  son 
capaces de unir el  LPS  (Moore et  al., 1997)  (Huang  et  al., 2012)  sugiriéndose una  función de 
transporte  y/o  inmunomoduladora  de  los  efectos  derivados  del  LPS  sobre  el  organismo.  En 







En  vista  de  las  conclusiones  obtenidas  a  través  de  los  ensayos  de  otros  autores,  en 
cuanto  a que  las  alfa‐1‐glicoproteínas  ácidas poseen unas propiedades  inmunomoduladoras  y 
amortiguan los efectos del shock séptico, nuestros resultados sobre la regulación transcripcional 
de Orm‐3  a  través del  receptor nuclear  LXRβ  se  encuentra  en  consonancia  con  las  funciones 
biológicas  atribuidas  a  los  receptores  LXR.  Efectivamente,  los  efectos  de  la  activación  de  los 
receptores  nucleares  LXR  está  asociado  a  la  expresión  de  genes  con  propiedades 
antiinflamatorias  y  además  estos  receptores  son  capaces  por  sí  mismos  de  bloquear  la 







preferencialmente  por  LXRβ  pudiera  ser  la  regulación  de  procesos  infecciosos  mediante  la 
inducción de moléculas que promueven  la opsonización del  LPS bacteriano. Profundizar en el 








La  interleuquina‐1α (Il‐1α), al  igual que  la  interleuquina‐1β (Il‐1β), es una citoquina que 
induce potentemente  el  proceso  inflamatorio, pero  su biogénesis  y  características  específicas 




membrana por una unión de  tipo  lectina  (Kurt‐Jones et al. 1985)  (Brody y Durum, 1989). Una 








de  transcripción  Sp1,  que  regula  la  expresión  de  genes  constitutivos  en  homeostasis.  Se  ha 
observado  que  en  macrófagos  la  IL‐1α  completa  (pro‐Il‐1α)  se  dirige  al  núcleo  tras  la 







en  la señalización  inflamatoria  reside en que mientras que  la caspasa‐1, de  la que depende  la 
escisión  de  pro‐Il‐1β  para  convertirse  en  una molécula  activa,  puede  ser  bloqueada  por  los 




expresión de  Il‐1α o  Il‐1β  reveló que  la  Il‐1α producida por células mieloides es  importante para el 
desarrollo  de  la  enfermedad  (Freigang  et  al.,  2013).  Esta  acción  de  carácter  proinflamatorio 
desempeñada  por  la  Il‐1α  está  inducida  por  ácidos  grasos  producidos  en  ambiente  inflamatorio  y 
estarían mediadas por los receptores NFB y AP‐1. Como ya se ha señalado, la Il‐1α participa también 
en las funciones homeostáticas de la célula, las cuales sin embargo, no están bien definidas.  
En  nuestro  sistema  celular  hemos  demostrado  que  la  expresión  de  Il‐1α  aumenta  en 
respuesta al agonista GW3965, preferentemente asociado a  la  función del  receptor LXRβ, por 
tanto, en condiciones de ausencia de  inflamación  inducida por agentes exógenos. Es por tanto 
sorprendente que, a pesar del papel antiinflamatorio descrito previamente para  los agonistas 
específicos  de  LXR,  en  nuestro  sistema  celular  hayamos  encontrado  una  inducción  de  la 
expresión de varios genes relacionados con la activación de la respuesta inflamatoria, respuesta 
de  fase  aguda  y  antimicrobiana.  Es  importante  resaltar  como  posible  explicación  a  esta 
discrepancia,  que  la mayoría  de  los  estudios  previos  de  LXR  relacionados  con  la  inflamación 
emplearon estrategias de estimulación previa  con agonistas específicos antes de  la activación 





de  la  IL‐1α y  su  receptor  IL‐1R1, en  la  respuesta  inflamatoria producida por macrófagos de  la 











IL‐1α  inducida  por  el  agonista  de  LXR  es muy  reducida  en  comparación  con  la magnitud  de 
expresión de  IL‐1α en  respuesta a un estímulo  inflamatorio. Para esclarecer el papel de  IL‐1α 
dependiente de LXRβ en situaciones inflamatorias agudas, experimentos adicionales empleando 
células aisladas de ratones WT, LXRα KO y LXRβ KO con tratamientos  inflamatorios y agonistas 
de  LXR  en  distintos  momentos  (previo,  coincidente  y  posterior  al  insulto  inflamatorio)  son 









como  referencia  la  transcripción  en  la  línea  LXR  DKO  revela  un  punto  de  vista  distinto, 






la  transcripción  génica  de  forma  incontrolada  y  no  fisiológica,  debido  a  la  presión  a  nivel 
molecular de una gran presencia de  los receptores activos frente a una referencia en ausencia 








Como  resultado del  análisis  funcional de  los  genes que destacan  en  la  línea 3FLAG‐LXRα 
frente  a  la  línea  LXR  DKO  con  DAVID  6.7,  hemos  encontrado  que  cuentan  con  una  amplia 
variedad  de  funciones,  entre  las  que  también  se  incluyen  casi  todas  las  identificadas 
previamente  en  el  análisis  con  los  tratamientos  farmacológicos,  sin  embargo,  los  genes  que 
componen estos dos grupos de análisis es diferente en casi su totalidad. En resumen, se destaca 
que  LXRα  controla  ciertas  funciones biológicas de  forma preferente, que  incluyen  la unión de 
iones metálicos, participación en  la ruta secretora del retículo endoplásmico y  la transcripción. 
La  identificación de  la categoría  funcional de “Transcripción” y dado el gran número de genes 
que  se  destacan  del  análisis  con  respecto  a  la  línea  LXR  DKO,  indica  que  LXRα  podría  estar 





alza con  los tratamientos  farmacológicos dentro  la propia  línea 3FLAG‐LXRα y 1.114 genes con 
respecto a  la  línea LXR DKO), podemos  referirnos a un  fenómeno que ya ha  sido descrito con 
anterioridad  (Guan  et  al.,  2005).  Consiste  en  la  regulación  de  la  expresión  de  determinados 
genes que  requeriría de  la presencia de  los  receptores LXR, aunque no experimenten cambios 
significativos  en  su  expresión  cuando  son  sometidos  a  los  tratamientos  con  el  agonista  y  el 






de ácidos grasos,  fatty acid binding protein,  también  llamada aP2) y GyK  (glicerol quinasa) en 
tejido adiposo  (Guan et al., 2005). En este caso,  la expresión de Fabp4 presenta una actividad 
basal elevada que se perpetúa  independientemente de  ligando y por tanto, no es sensible a  la 
activación del  receptor nuclear PPARγ  (Guan et al., 2005). En este  sentido,  se ha descrito con 




Este  mecanismo  de  activación  también  ha  sido  identificado  y  caracterizado  con  cierto 
detalle  en  nuestro  laboratorio,  en  el  contexto  de  la  diferenciación  de  células  dendríticas 
derivadas de monocitos de ratón con  la citoquina GM‐CSF (datos no publicados). En el estudio 
que se  llevó a cabo en estas células se encontró que el gen de  la  lectina CD209a se expresa de 
forma dependiente de GM‐CSF y LXRα, pero  independientemente de  la activación del receptor 
nuclear. Corroboramos de forma  indirecta este mecanismo de activación a través de  la medida 
de  los  niveles  de  expresión  basal  por  qPCR  y  tras  la  exposición  de  las  células  al  antagonista 
específico de LXR GW233, lo que reveló que efectivamente el tratamiento con GW233 consigue 
disminuir el nivel de expresión basal de CD209a. Ya que el nivel basal de este gen se encuentra 
elevado  y  no  es  posible  inducir más  su  transcripción  con  el  agonista  de  LXR,  se  optó  por  la 
estrategia  contraria:  el uso del  antagonista bloquea  la  interacción del  receptor  con proteínas 
coactivadoras  y  permite  detectar  una  disminución  en  los  niveles  de  expresión  del  gen 
basalmente.  
 





(valor  inferior  a 2) el  solapamiento que  se  identificaría entre  los dos  grupos de  análisis  fuera 
mayor. 
 
Estos genes que  tienen una expresión más destacada en  la  línea  celular 3FLAG‐LXRα  con 
respecto a la línea LXR DKO tienen además una expresión preferente en la línea 3FLAG‐LXRα con 























de genes, 2.237 genes, en comparación con  la expresión con  la que cuentan en  la  línea 3FLAG‐
LXRα  (ver  figura 17B, página 122). Se podría deducir que el conjunto de genes que se expresa 
preferentemente en  la  línea 3FLAG‐LXRβ es dependiente para su expresión de  la actividad del 
receptor LXRβ, sin embargo, se observa que, a diferencia de  lo que ocurría con  la  línea 3FLAG‐







no  destaquen  en  un  análisis  comparativo  con  el  genotipo  control  ni  se  regule  su  expresión 
significativamente con los tratamientos farmacológicos. Por ello, al hacer una comparativa con la 
línea  celular 3FLAG‐LXRα,  la expresión en  la  línea 3FLAG‐LXRβ destaca  con  respecto a 3FLAG‐
LXRα porque LXRα está ejerciendo una acción  represiva sobre  la  transcripción de estos genes. 
Para confirmar esta hipótesis se realizó un análisis del grado de coincidencia entre los genes que 
























3.3. Análisis de  la actividad  transcripcional preferente en  la  línea 
  3FLAG‐LXRα en referencia a 3FLAG‐LXRβ y viceversa. 
 
El  análisis  de  la  actividad  transcripcional  preferente  en  la  línea  3FLAG‐LXRβ  sobre  la 
actividad en la línea celular 3FLAG‐LXRα ha revelado que existe claramente un mayor número de 
tránscritos  controlados  transcripcionalmente  por  LXRβ  en  comparación  con  LXRα  (2.237,  en 
comparación  con  1.033  controlados  por  LXRα).  Si  examinamos  la  expresión  tisular  de  los 
receptores LXR cobra sentido el hecho de que sea LXRβ el receptor que regula mayor número de 
tránscritos,  ya  que  LXRα  tiene  una  distribución  marcadamente  tejido‐específica,  ligados  a 
funciones  principalmente metabólicas, mientras  que  LXRβ  se  expresa  de manera mucho más 
amplia  en  todos  los  tejidos  (Repa  y Mangelsdorf,  2000).  Teniendo  en  cuenta  el  origen  y  la 
evolución propuesta para estos receptores (Fonseca et al., 2017) sería plausible afirmar que en 
un principio  se originaron  los  receptores  LXR  como  consecuencia de una duplicación génica y 
ambos  desempeñaran  las  mismas  funciones,  pero  luego  podrían  haberse  especializado,  en 
concreto  el  receptor  LXRα,  en  un  conjunto  de  funciones,  quedando  LXRβ  al  cargo  de  las 
funciones biológicas originales. 
 
La distribución de  los genes  según  su magnitud de  cambio es muy dispar en el grupo de 
análisis de  la línea 3FLAG‐LXRβ en relación a 3FLAG‐LXRα, estando el 71,6% distribuido entre  la 
magnitud de  cambio en expresión entre 2 y 3 veces.  Los genes que destacamos en el primer 
análisis  con  los  tratamientos  farmacológicos:  Lbp,  Il‐1α  y Orm‐3  se  encuentran  entre  los  que 
tienen una magnitud de expresión más potente en este análisis: Il‐1α tiene un ratio de 6,5, Lbp 








con este  trabajo, nos permiten señalar que  la  regulación  transcripcional, en concreto de estos 
receptores nucleares, no se  trata de un concepto  lineal basado en  la activación del receptor y 
consecuentemente  de  la  transcripción  génica,  sino  que  posee  una  mayor  profundidad  y 
















su  aplicación  tanto  en  células  primarias  de  macrófago  como  en  las  líneas  inmortalizadas 
generadas,  nos  ha  permitido  avanzar  en  el  conocimiento  de  la  regulación  y  distribución 
diferencial de los receptores LXRα y LXRβ en el genoma. Hemos identificado la extensión de las 
marcas de acetilación en  la  lisina 27 de  la histona H3 en cada una de  las  líneas celulares tras el 
tratamiento  con  el  agonista  y  antagonistas  sintéticos  de  LXR.  Estas  marcas  nos  indican  las 
regiones de  cromatina no compactada y accesible para  la maquinaria de  transcripción,  lo que 
nos informa indirectamente de la actividad transcripcional de los genes cercanos.  
 
Hemos estudiado estas modificaciones de  las histonas y  la unión de  los receptores LXR en 
las proximidades de los genes identificados anteriormente como transcritos exclusivamente por 
LXRβ,  así  como  en  el  gen  Il‐1α,  regulado  tanto  por  la  activación  de  LXRα  como  de  LXRβ. 
Comprobamos  que  Lbp,  la  familia  de  genes  Orm  (pero  más  particularmente  Orm‐3)  e  Il‐1α 
cuentan únicamente con unión de este receptor y las modificaciones de acetilación son sensibles 
a los tratamientos farmacológicos sólo en la línea 3FLAG‐LXRβ. Por ello, indicamos que estos tres 




material  genético  de  macrófagos  nos  ha  posibilitado  obtener  una  visión  más  precisa  de  la 








secuencia consenso de unión de LXR en el  sitio  regulador de  la  transcripción del gen diana Mylip y 
hemos  logrado que  la regulación de su transcripción por el receptor LXR se anule prácticamente por 






Con  estos  experimentos  alentadores  se  abren  otras  posibilidades  para  el  estudio  de  la 
regulación y organización del genoma, como ya se han abordado en otros proyectos (Thomas et 
al., 2016) con la deleción de enhancers o por ejemplo, dilucidar si existe una jerarquía entre los 














































Esquema  que  resume  los  aspectos más  relevantes  del  perfil  transcripcional  propio  de  los 










































































 La generación de  líneas  inmortalizadas de macrófagos que expresan de manera estable 
los  receptores  nucleares  LXRα  y  LXRβ  por  separado,  ha  aportado  una  herramienta 
esencial en este trabajo para el estudio de su actividad transcripcional individual. 
 
 Los  receptores nucleares  LXRα  y  LXRβ,  a pesar de  su elevado  grado de homología de 
secuencia,  presentan,  sorprendentemente,  un  patrón  de  actividad  transcripcional 
diferencial,  compartiendo  el  control  de  la  expresión  génica  de  una  fracción 
proporcionalmente pequeña de genes. 
 
 El  porcentaje  de  genes  cuya  expresión  de  ARN  presenta  cambios  en  respuesta  a  la 
modulación farmacológica por un agonista y un antagonista de LXR, es comparable entre 
la  línea  celular  que  expresa  LXRα  y  LXRβ.  Es  decir,  la  actividad  transcripcional 
dependiente de ligando es similar entre LXRα y LXRβ. 
 
 Si  bien  la  aproximación  de  activación  farmacológica  en  nuestro  sistema  celular  ha 
desvelado  un  número  limitado  de  nuevas  dianas  moleculares  de  LXR,  los  cambios 
observados  en  expresión  génica  (tanto  en  número  de  genes  como  en  magnitud 
diferencial con  la  línea LXR DKO) por  la propia expresión estable de LXRα y LXRβ, han 
sido muy acusados y es donde se observan más diferencias entre LXRα y LXRβ. 
 
 Empleando  la  expresión  génica  global  del macrófago  en  ausencia  total  de  LXR  como 
control  de  análisis,  observamos  que  el  receptor  nuclear  LXRα  presenta  una  actividad 
transcripcional dual. Por un  lado,  la expresión estable de LXRα, pero no LXRβ, es capaz 
de  aumentar  los  niveles  de ARN  de  un  grupo  de  genes  cuya  actividad  biológica  está 
relacionada con procesos celulares como la funcionalidad del retículo endoplásmico o la 
señalización  de  receptores  de  membrana.  Por  otro,  LXRα  presenta  una  acción 
transcripcional  represora,  sobre  un  grupo  numeroso  de  genes  que  desempeñan 
funciones  muy  variadas,  entre  las  que  se  encuentran  algunas  relacionadas  con  la 






















optimizada  para  su  aplicación  en  el  estudio  del  genoma  de macrófagos murinos,  ha 


















































































 The  immortalized macrophage  cell  lines  that we  generated, with  stable  expression of 
LXRα  and  LXRβ  nuclear  receptors,  represent  an  essential  tool  to  enable  the  study  of 
individual LXR transcriptional activities. 
 




 The  percentage  of  genes  which  present  changes  in  their  RNA  expression,  upon 
pharmacological modulation with the LXR agonist and antagonist, is comparable among 














presents  a  transcriptional  repressive  role  on  a  number  of  genes  with  a  variety  of 
functions, among them, the inflammatory response and T cell functionality. LXRβ nuclear 


















revealed  to  exhibit  a  great  potential  as  an  experimental  tool  to  demonstrate  the 
relevance of this regulatory regions under LXR transcriptional control. 
 
 The  chromatin  immunoprecipitation  technique  combined  with  next‐generation 
sequencing (ChIP‐seq), optimized for the study of the mouse macrophage genome, has 
emerged as a precise and accurate  technique  to determine  the genomic binding  sites 
(cistrome) of the LXRα and LXRβ nuclear receptors. Likewise, ChIP‐seq can contribute to 
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